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RESUMEN

El acido quinolinico (QUIN) es una excitotoxina que produce un modelo
farmacolégico de la enfermedad de Huntington en primates no humanos y roedores. Se
sabe que el QUIN es un agonista glutamatérgico de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y
causa degeneracioén en regiones especificas del cerebro. El QUIN genera sus efectos via
la sobreactivacién de receptores para NMDA, produciendo neurotoxicidad a través de
mecanismos de excitotoxicidad y dafio oxidativo. Adicionalmente, se sabe que el QUIN es
capaz de alterar las actividades enzimaticas de la superoxido dismutasa (SOD) y de la
sintasa de o6xido nitrico (SON), dandonos como resultado una acumulaciéon de anién
superoxido (O27) y un aumento en la produccion de oxido nitrico (ON), y generando asi el
ambiente idoneo para la formacion de peroxinitrito (ONOQO”) desde tiempos cortos
después de su infusion. El principal blanco del ONOO™ para ejercer sus efectos toxicos es
la mitocondria. Es importante resaltar que el ONOO™ puede inhibir a la superdxido
dismutasa, la glutarredoxina y otras moléculas y sistemas antioxidantes como el glutation
ademas de que también puede ocasionar dafo a nivel genético por rupturas y
desaminaciones del ADN vy llevar asi a la muerte celular apoptética o necrética,
dependiendo de las concentraciones en las que éste se encuentre. Por lo anterior, el
proposito de este trabajo fue evaluar el papel del ONOO™ en los eventos neurotéxicos
evocados por el QUIN en Sistema Nervioso Central (SNC) de rata, a través del FeTPPS,
una porfirina de hierro que cataliza la descomposicion del ONOO". Se evaluaron
diferentes concentraciones de FeTPPS sobre la peroxidacion de lipidos (PL) y la
viabilidad mitocondrial en fracciones sinaptosomales de cerebro expuestas al QUIN. Por
otra parte, la formacién de ONOO" a través de los niveles de la 3-nitrotirosina (3-NT), las
actividades enzimaticas de la sintasa de o6xido nitrico (SON), la superdxido dismutasa
(SOD) vy la caspasa-3, asi como la fragmentacion de DNA, fueron todos evaluados en
tejido estriatal de ratas lesionadas tépicamente con QUIN. Las concentraciones crecientes
(10-800 uM) de FeTPPS disminuyeron la peroxidacion de lipidos y la disfuncion
mitocondrial inducidas por QUIN (100 uM) en sinaptosomas de manera concentracion-
dependiente. EI QUIN aumenté los niveles de 3-NT (biomarcador de la presencia de
ONOOQO") desde los primeros 60 min y el FeTPPS abatio los niveles de dicho marcador. El
FeTPPS (10 mg/kg, i.p.), administrado 2 horas antes de la lesion estriatal, previno la
formacion de ONOO', la PL, y las alteraciones en las actividades de la SON y la SOD
inducidas por QUIN (240 nmol/uL) 120 minutos después de su infusién. La activacion de
caspasa-3 y la fragmentacion de DNA fueron reducidas por FeTPPS 24 horas después de
la lesién estriatal. Estos hallazgos sugieren la producciéon temprana de ONOO' inducida
por el QUIN, y demuestran los efectos neuroprotectores del FeTPPS sobre los procesos
neurotéxicos, pro-apoptoticos y pro-oxidantes del QUIN in vitro e in vivo en este modelo
experimental.



ABSTRACT

Quinolinic acid (QUIN) is an excitotoxin that produces a pharmacological model of
Huntington’s disease in non human primates and rodents. It is known that QUIN is also a
glutamate agonist acting on N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor that causes
degeneration of specific brain regions. QUIN generates toxic effects through the over
activation of NMDA receptor, thus producing neurotoxicity by means of excitotoxicity and
oxidative stress. In addition, QUIN is known to be able to affect the enzyme activities of
superoxide dismutase (SOD) and nitric oxide synthase (NOS), thereby leading to the
accumulation of superoxide anion (O,7) as well as an increase in the levels of nitric oxide
(NO), and these to events contribute to a propitious environment for the formation of
peroxynitrite (ONOQ") since short times after the infusion of the toxin. The main target for
the toxin actions of ONOO" is the mitochondria. Of note, ONOO™ may inhibit SOD,
glutarredoxin, and other molecules and antioxidat systems such as glutathione. Moreover,
ONOO is responsible for causing damage to DNA by deamination, therefore producing
apoptotic and/or necrotic cell death, depending on the concentrations at which this species
is found. Given this information, the purpose of this work was to evaluate the role of
ONOO' in the neurotoxic events evoked by QUIN in the rat brain. We used FeTPPS, an
iron porphyrin that catalyzes the ONOO decomposition, for investigating the involvement
of this species in this paradigm. Different concentrations of FeTPPS were tested on the
lipid peroxidation and the mitochondrial function in rat brain synaptosomal fractions
exposed to QUIN. On the other hand, the ONOO" formation was assessed by the
measurement of 3-nitrotyrosine (3-NT) levels. The enzyme activities of NOS, SOD and
caspase-3, as well as DNA fragmentation, were all evaluated in striatal tissue from QUIN-
lesioned rats. Increasing concentrations (10-800 uM) of FeTPPS decreased the lipid
peroxidation and the mitochondrial dysfuntion induced by QUIN (100 uM) in synaptosomes
in a concentration-dependent manner. QUIN also increased the levels of 3-NT (a current
biomarker of the ONOO™ formation) since the first 60 min after the QUIN infusion, while
FeTPPS, given as a pre-treatment to rats, completely abolished the 3-NT levels. Thus,
FeTPPS (10 mg/kg, i.p.), administered 2 h before the striatal lesion, prevented the QUIN
(240 nmol/uL)-induced formation ONOQO’, the lipid peroxidation and the changes in the
activities of NOS and SOD. Caspase-3 activation and DNA fragmentation were also
reduced by FeTPPS 24 h after QUIN injection. Altogether, these findings demonstrate the
early formation of ONOO™ by QUIN and suggest the neuroprotective effects of FeTPPS on
the neurotoxic, pro-apoptotic and pro-oxidant actions of QUIN under in vivo and in vitro
conditions in the experimental model of Huntington’s disease.



INTRODUCCION

3.1 EXCITOTOXICIDAD

La excitotoxicidad neuronal involucra una elevacion fisiologica de las
concentraciones de calcio intracelular en respuesta a una sobre-exposicion de las células
por accion de los aminoacidos excitadores, tales como el glutamato y el aspartato. Un
disturbio en el influjo de calcio a través de receptores glutamatérgicos para N-metil-D-
aspartato (NMDAr) puede potenciar vias metabdlicas letales que involucran enzimas
degradativas (proteina cinasas, fosfolipasas, sintasas de oxido nitrico, proteasas, etc.),
dafo mitocondrial e incremento en la formacion de radicales libres (Rami et al., 1997),

llevando asi a la célula a una muerte apoptética y/o necrotica.

La consideraciéon de que las proteina cinasas pueden estar jugando un papel
importante en la excitotoxicidad ha sido apoyado por observaciones en las que neuronas
pre-tratadas con gangliésidos previenen la translocacién de proteina cinasa C, reduce la
duracion de la carga de calcio inducida por el glutamato, y protege a las neuronas de la
neurotoxicidad inducida por este aminoacido (Manev et al.,, 1990). Ademas, el que la
activacion de proteasas resulte en excitotoxicidad ha sido apoyado por estudios en donde
inhibidores de calpaina reducen la pérdida neuronal isquémica en el hipocampo (Lee et
al., 1991). Adicionalmente, el calcio puede jugar un papel fundamental en la disfuncion
mitocondrial, ya que la mitocondria tiene la capacidad de secuestrar calcio. Cuando ésto
ocurre, la disminucién en el potencial de membrana es proporcional al calcio que entra a
la mitocondria, y dicha acumulaciéon puede a su vez resultar en el cese de la produccién
de energia (Nicotera et al., 1990). Otro mecanismo potencial de la neurotoxicidad del
glutamato es la generacién de segundos mensajeros como el éxido nitrico, después de la
activacion de NMDAr.

Estos mecanismos estan involucrados tanto en desoérdenes neurodegenerativos
agudos (trauma) como cronicos (enfermedades de Alzheimer y Huntington) (Siesjo, 1981;
Choi, 1988; Saito et al.,, 1993). Se sabe que en diversos modelos experimentales de
excitotoxicidad hay un incremento de los niveles de calcio intracelular, al igual que
produccion de diversas especies reactivas del oxigeno como el radical superéxido (O;7),
el hidroxilo (OH"), o el perdxido de hidrégeno (H,O,). También se ha descrito un aumento

en el actividad de la sintasa del 6xido nitrico y en los niveles de peroxinitrito (ONOQO"), una



especie reactiva derivada del oxigeno y del nitrdgeno capaz de causar muerte apoptoética

0 necrotica, dependiendo de la concentracion en la que se encuentre (Virag et al., 2003).

Por otra parte la neurotoxicidad seguida de la exposicion de neuronas a altas
concentraciones de glutamato, puede ser dividida en dos fases que representan dos
mecanismos diferentes de dafo neuronal y muerte. La breve exposicion a glutamato (5-15
min) lleva a la “hinchazén” de las neuronas, causa desintegracion celular y libera lactato
deshidrogenasa (Choi, 1987; Choi et al., 1988), mientras que la neurotoxicidad inducida
después de la exposicion prolongada (12-24hrs) a altas concentraciones de glutamato o
analogos del NMDA, como el acido quinolinico (QUIN) tiene dependencia estricta de las
concentraciones de calcio extracelular. La toxicidad inducida después de los 30 min de la
exposicion a glutamato variando sus concentraciones consiste en la activaciéon secuencial
de cambios necréticos y apoptéticos (Ankarcrona et al., 1995). Concentraciones muy
pequefias de L-gluatamato causan solamente muerte apoptética caracterizada por la
condensaciéon de cromatina nuclear y la fragmentacion internucleosomal del ADN por
endonucleasas. Sin embargo, concentraciones micromolares y milimolares de glutamato
inicialmente inducen “hinchazén” neuronal, pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial y disminucion de la energia de las células. Muchas células mueren después
de esta fase inicial y su muerte es tipicamente necrotica, pero las neuronas que
sobreviven recobran el potencial de la membrana mitocondrial y la energia metabdlica y
de esta manera estas células progresan a la segunda fase de muerte celular (apoptosis)
(Ankarcrona et al., 1995)

3.2 RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio en el SNC (Kew & Kemp,
2005). Las acciones del glutamato son mediadas via la activacion de receptores para
glutamato (GluR), los cuales pueden dividirse en dos grandes familias: los receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (iGIuR) o regulados por ligando - en los cuales la molécula
receptora también es un canal idnico -, y los receptores glutamatérgicos metabotropicos
(mGIuR) - en los cuales el receptor y el canal iénico son moléculas separadas y los
primeros modulan a los segundos por activacion de moléculas intermediarias llamadas

proteinas G.



Los receptores glutamatérgicos ionotrépicos han sido divididos a su vez en tres
subfamilias basadas en sus propiedades farmacoldégicas: el receptor AMPA, el receptor a
kainato y el receptor para NMDA (ver tabla 1). Sus nombres derivan de los agonistas que
los activan: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-
propionato) y acido kainico. Los receptores AMPA/kainato también se denominan
receptores no-NMDA. Otro tipo de receptor para el glutamato es el metabotrépico
(mGIuR), el cual modula los canales i6nicos postsinapticos al activar a las proteinas G

(Fig. 1).

Receptores a aminoacidos excitadores

iGIuR mGIuR
%\ | | |
NMDA KAINATO GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il
(Aptes para
/ \ quisqualato) (PLCT) (Adenilato ciclasa 4 )
NR1 NR2 NR3 GluR5-7 | | |
(a-h) (A-D) GluR1-4 KA1. KA2 mGlu1 a-d mGlu2 mGlu4a,b
mGlu5 a,b mGlu3 mGlu6
mGlu7a,b
mGlu8a,b

Fig. 1 Clasificacion de los receptores glutamatérgicos

Los iGluR son los que median las respuestas sinapticas rapidas por la apertura de
canales i6nicos, mientras que los mGIuR son los que causan efectos sinapticos lentos y
estan asociados con cambios bioquimicos (Schoepp et al., 1999; Watkins & Jane, 2006).
Los mGIuR estan asociados a proteinas G y comprenden tres grupos (Fig. 1): el Grupo |
consiste de mGlu1 y mGlu5 los cuales activan a la fosfolipasa C y causan un incremento
intracelular en la concentracién de inositol trifosfato y la movilizacién de calcio, y los
Grupos Il (mGlu2 y mGlu3) y Il (mGlu4,6,7, y 8) inhiben la actividad de la adenilato
ciclasa resultando en una disminucion en la concentracion intracelular de AMPc.

Los receptores AMPA/kainato son responsables de los potenciales postsinapticos

excitatorios (PPSE) mas rapidos producidos por el glutamato. Al igual que otros



receptores de canales regulados por ligando, estos receptores estan formados por varias
subunidades de proteinas que pueden reunirse de diferentes maneras para producir una
amplia gama de tipos de receptores. Recientemente, para estos receptores se ha
propuesto un emsamblaje pentamérico de varias subunidades (Werner et al., 1991) y se
ha sugerido que una segunda regién transmembranal de las subunidades respectivas
forma el poro del canal (Jorgensen et al., 1995). El poro central formado por estas
subunidades permite la entrada y salida de Na* y de K, y en algunos casos de pequefias

cantidades de Ca?".

Familia de Subfamilia Subtipo Accioén Agonistas Antagonistas
receptores primaria
lonotrépico NMDA, QUIN, AP5, AP7,
HCA, L- CGS197555,
[Ca® glutamato, L- KYNA, HA-
NMDA [Na'] aspartato, glicina, | 966, PCP, MK-
espermina, 801, Mg*",
espermidina efenprodil,
eliprodil, Zn*",
Cd*".
Kainato, AMPA, | CNQX, NBQX,
AMPA/Kainato T [Na'l QUIS, DOM, GYK152466
L-glutamato.
Metabotrépico Grupo | mGIluR1 3-HPG UPF531,
mGIuR5 T PI DHPG 4-CPG
Grupo I MGIuR2 Trans-MCG-1, MCCG
mGIuR3 L AMPc DCG-IV,
4C3HPG
Grupo llI
mGIuR4 L AMPc L-AP4, L-SOP MPPG
mGIuR6-8

Tabla 1. Receptores para aminoacidos excitadores y sus principales agonistas y antagonistas.

3.2.1 RECEPTORES PARA N-METIL-D-ASPARTATO

La subfamilia de los receptores NMDA (NMDAr) para glutamato también forma

canales ionicos selectivos a cationes con multiples subunidades similares a la mayoria de




los otros receptores con canales iénicos regulados por ligando. Sin embargo, los NMDAr
poseen algunas propiedades funcionales Unicas que los tornan especialmente
interesantes. Tal vez lo mas importante de ellos es el hecho de que los canales idnicos de
los NMDAr permiten la entrada de Ca?* ademas de cationes monovalentes como Na* y K".
En consecuencia, los PPSE producidos por los NMDAr pueden aumentar las
concentraciones de Ca?* en el interior de la neurona postsinaptica; entonces el cambio de
concentracion de Ca** puede actuar como segundo mensajero para activar cascadas de
sefalizacion intracelular. Otra caracteristica de los NMDAr es que la apertura del canal
requiere la presencia de un coagonista (el aminoacido glicina) y del Mg?* extracelular que
bloquea el canal en los voltajes hiperpolarizantes, pero no en los despolarizantes. Por
ende, los NMDAr permiten el paso de cationes sélo cuando se elimina el bloqueo de Mg?*
mediante la despolarizacién de la célula postsinaptica, sea por eferencias provenientes de
multiples neuronas postsinapticas o por el disparo repetitivo de la célula presinaptica.
Ademas, ciertas poliaminas como la espermina y la espermidina modulan positivamente al
canal, mientras que el zinc y el exceso de protones lo modulan negativamente.
Finalmente el receptor para NMDA contiene un dominio de fosforilacién; la fosforilacion
por proteina cinasas resulta en la potenciacion del NMDAr (Kutsuwada et al., 1990).

El NMDAr es una proteina muy compleja y esta formado por diferentes
combinaciones de varias subunidades (denominadas NMDAR1, NMDAR2A, NMDARZ2B,
NMDAR2C y NMDAR2D) (Fig. 1). 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
NMDAr funcionales esta constituida por cuatro variantes de la subunidad NMDAR2
(NMDARZ2A-2D), codificadas por cuatro genes separados (Davila, 2004).

Basados en los efectos de mutaciones de sitio directo se ha determinado que el
sitio de union a glicina en el receptor NMDAR1 y el sitio de unién a glutamato en el
NMDARZ2B estan aparentemente formados por la region de la proteina en el dominio
amino terminal. El sitio de unién a glicina esta formado por las regiones M1 y M3 en la
subunidad NMDAR1, mientras que el sitio a glutamato esta formado por las respectivas
regiones homoélogas en la subunidad NMDAR2B. Diversos estudios han mostrado que
ratones knock-out a NMDAR1 sobreviven muy pocos dias después de nacer ademas de
suprimirse la expresion de NMDAR2B, mientras que los ratones knock-out para
NMDARZ2A sobreviven mas tiempo y se desarrollan normalmente (Sakimura et al., 1995).

Adicionalmente se sabe que estos receptores juegan un papel importante en la



transmisién de informacion sensitiva y el mantenimiento de la conectividad sinaptica entre

terminales aferentes y neuronas postsinapticas en la corteza.

La expresion de las subunidades de los NMDAR1 y los NMDAR2 en diferentes
regiones de cerebro de ratas y ratones no esta muy bien definida, sin embargo estudios
de hibridacion in situ han revelado que de las cinco subunidades en el cerebro la
NMDAR1 es la mas ampliamente expresada. De la familia de los NMDAR2 se sabe que
es ampliamente expresada en corteza cerebral, hipocampo y bulbo olfatorio (Ishii et al.,
1993). El NMDAR2B es mas prominentemente expresado en el telencéfalo y en bajos
niveles en el diencéfalo y en tallo cerebral; los NMDAR2C son expresados primariamente
en células granulares de corteza cerebelar y los NMDAR2D sobre todo en el diencéfalo y
en la region del tallo cerebral (Michaelis, 1998). La caracterizacion de la expresion de
proteinas usando anticuerpo de las subunidades NMDAR1 Y NMDAR2 ha confirmado la
distribucién de las datos obtenidos en los estudios basados en la hibridacion in situ
(Brose et al., 1993; Petralia et al., 1994a,b).

3.2.1.1 MECANISMOS DE EXCITOTOXICIDAD DEPENDIENTES DEL RECEPTOR
PARA NMDA

Previamente mencionamos que la excitotoxicidad involucra una prolongada y
excesiva activacion de receptores para aminoacidos excitadores seguida por una muerte
neuronal. Dos diferentes fases de la muerte celular inducida por los aminoacidos
excitadores han sido identificados (Mayer & Westbrook, 1987). La estimulacion rapida
actua sobre receptores glutamatérgicos ionotropicos como los AMPA y kainato, llevando a
un influjo de sodio y a la despolarizacién de la membrana neuronal. El sustancioso flujo de
sodio es acompafiado de un flujo pasivo de CI" y agua que resulta en el hinchamiento
neuronal. Se ha postulado que este hinchamiento osmoético puede ser el responsable de
la toxicidad aguda del glutamato ya que el reemplazo de Na* por cationes impermeables
atenla la excitotoxicidad mediada por glutamato en preparaciones aisladas (Mayer &
Westbrook, 1987). Esta fase inicial de excitotoxicidad es seguida de una lenta cascada de
eventos celulares que culminan en la muerte neuronal. En el caso de la excitotoxicidad
mediada por NMDAr se conoce que esta fase lenta de procesos excitotoxicos es
dependiente del flujo de Ca?* a través del canal que forma parte del NMDAr (Michaels &
Rothman, 1990). Se ha reportado que el calcio induce la activacion de fosfolipasas,

proteina cinasas, endonuleasas y proteasas que eventualmente median los procesos de



excitotoxicidad (Orrenius et al., 1996). La activacion de fosfolipasa A; lleva a la produccién
de acido araquidoénico el cual es metabolizado y en el proceso produce radicales libres
(Kontos et al., 1980). La activacion de la fosfolipasa C incrementa los niveles de inositol
1,4,5-trifosfato que nuevamente incrementa los niveles de calcio citosdlico a través de la
liberaciéon de calcio de los reservorios. El incremento intracelular de calcio puede
promover la liberacién de glutamato y/o la activacion de proteina cinasa C (PKC) (Lynch &
Bliss, 1986). Posteriormente, se ha visto que la activacion de PKC dependiente de calcio
en células granulares cerebelares genera un incremento en la transmision sinaptica,
mientras que su inhibicion ha demostrado proteger contra la toxicidad del glutamato
(Favaron et al., 1990). Por otra parte, se ha demostrado que el bloqueo selectivo del
NMDAr reduce el dafio excitotoxico (Choi et al., 1988) y que la remocién del calcio
extracelular o bien la adicion de agentes quelantes de calcio intracelular aumenta la

sobrevivencia neuronal (Tymianski et al., 1993b).

3.3 VIA DE LA KINURENINA
La via de la kinurenina es la mayor ruta del catabolismo del L-triptofano en
mamiferos y fue reconocida como tal en 1947. La mayor funciéon de esta via es la
biosintesis de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) (Beadle et al., 1947) (Fig. 2).
Adicionalmente, esta via metabdlica ha sido descrita tanto en higado como en cerebro de
humanos, asi como en primates no humanos, roedores y otros mamiferos menores
(Vender, 1975; Wolfensberger et al., 1984; Moroni et al., 1984a). Se sabe que la via de la
kinurenina desempefia un importante papel en el desarrollo de funciones fisiologicas tales
como la conducta y la termorregulacion, entre otras (Stone, 1993; Curzon, 1996; Munn et

al., 1998; Guillemin et al., 2001).

3.3.1 Metabolismo de la via de la kinurenina

En el higado, el anillo inddlico del L-triptofano es cortado oxidativamente por la
enzima triptofano dioxigenasa (TDO) produciendo N-formil kinurenina. En el cerebro y
otros tejidos periféricos la enzima responsable de esta reaccién es la indolamina-2,3-
dioxigenasa (IDO). Esta enzima es dependiente de superéxido, por lo cual requiere de la
presencia de sistemas generadores de este radical, tales como el ascorbato y la xantina-
xantina oxidasa, y es inhibida por la superoxido dismutasa (Hirata & Hayaishi, 1971) y por
el 6xido nitrico (Thomas et al., 1994). El siguiente paso en la via es la degradacion de N-

formil kinurenina a L-kinurenina (L-KYN) por la formamidasa. La L-KYN sirve como



sustrato para distintas enzimas: la kinureninasa (llevando a acido antranilico), la
kinurenina 3-hidroxilasa (lleva a 3-hidroxikinurenina (3-HK)), y las Kkinureninas
aminonotransferasas (KAT’s), quienes catalizan la transaminasion irreversible de L-KYN a
acido kinurénico (KYNA).

Es importante mencionar que la formacion de &cido kinurénico (KYNA) en
humanos es muy compleja e involucra dos isoformas de KAT (KAT | y KAT Il). Estas
enzimas difieren en su pH 6ptimo y se ha sugerido que la KAT IlI, la cual tiene un pH
6ptimo en el rango fisiolégico puede ser la responsable de la mayor sintesis de KYNA en
el cerebro humano (Gramsbergen et al., 1997).

Posteriormente, la via nos lleva a la formaciéon de QUIN a través de la hidroxilacion
de la kinurenina a 3-hidroxikinurenina. Esta reaccion es llevada a cabo por la kinurenina
hidroxilasa, una enzima localizada en la membrana mitocondrial externa (Okamoto et al.,
1967) y requiere de la presencia de NADPH como donador de un electrén. La
kinureninasa, una enzima pirridoxal dependiente de fosfato y que se encuentra en el
citosol, convierte a la 3-hidroxikinurenina a acido 3-hidroxiantranilico (3-HA). Tanto la
kinureninasa como la kinurenina hidroxilasa estan presentes en el sistema nervioso
central, pero tienen muy baja actividad. Existe otra alternativa en la via de la kinurenina
para la formacion del 3-HA, a través del acido antranilico el cual puede ser hidroxilado por

enzimas de hidroxilacién microsomal no especificas y producir de esta manera el 3-HA.
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Figura 2. Via de la kinurenina
La acido 3-hidroxiantranilico dioxigenasa (3-HAQ) inicia abriendo el anillo de 3-HA

y convirtiéndolo en 2-amino-3-carboximuconato semialdehido, un intermediario inestable,
el cual es instantaneamente convertido a QUIN. En el cerebro, la 3-HAO tiene una
actividad mayor que otras enzimas de la via de la kinurenina (Okuno et al., 1987; Okuno
and Kido, 1991). Inmunohistoquimicamente se ha demostrado que la 3-HAO y la KAT son



localizadas en astrocitos que estan alrededor de sinapsis glutamatérgicas en el sistema
nervioso central (Roberts et al., 1992; 1995). Posteriormente el QUIN es metabolizado a
acido nicotinico mononucleétido (NAD) por la enzima acido quinolinico fosforibosil
transferasa la cual esta localizada en astrocitos (Stone, 1993). Interesantemente, la acido
quinolinico fosforibosil transferasa no se encuentra en astrocitos que rodean sinapsis
glutamatérgicas, y estudios inmunohistoquimicos revelan que la relacion de 3-HAO y
acido quinolinico fosforibosil transferasa difieren en su distribucién a lo largo del cerebro,
teniendo mayor presencia en la neocorteza frontal, estriado e hipocampo (Kohler et al.,
1987; Kohler, 1988).

La via de la kinurenina ha sido involucrada en diversos desordenes, tales como la
enfermedad de Hungtington, en Alzheimer y en el complejo demencial del sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (Stone, 2001; Stone & Darlington, 2002).

3.3.2 METABOLITOS NEUROACTIVOS DE LA VIA DE LA KINURENINA

En los ultimos anos, a varios de los metabolitos de la via de la kinurenina se les
han encontrado propiedades neuroactivas (Stone, 1993). Esto es de particular interés ya
que el 95 % del triptofano proveniente de la dieta normal es metabolizado a través de esta
via y muy poco de éste es convertido a serotonina (Wolf, 1974). La primera indicacion de
que las kinureninas podrian jugar un papel central en el cerebro fue provista por Lapin
(1978) quien notd convulsiones después de una inyeccion intracerebroventricular de QUIN
en ratones; posteriormente se mostré que estas inyecciones de QUIN causaban lesiones
exicitotéxicas en el cerebro (Schwarcz et al., 1983). Tanto la excitacibn como la
neurotoxicidad inducidas por el QUIN son mediadas por los NMDAr, lo cual sugirié que el
QUIN endégeno puede participar en procesos fisioldgicos y patoldgicos asociados con la
activacion del mismo receptor. Otro de los metabolitos neuroactivos de la via de la
kinurenina es la 3-hidroxikinurenina (3-HK), precursor del QUIN. A este metabolito se le
han atribuido propiedades neurodegenerativas a través de la formacion de radicales libres
(Eastman & Guilarte, 1989), iniciando con ésto una cascada de eventos intracelulares que
resultan en la desintegracion celular (Okuda et al., 1998). Estos eventos son responsables
de la potenciacion sustancial de excitotoxicidad que se observa en neuronas que son
expuestas tanto al 3-HK como al QUIN (Guidetti & Schwarcz, 1999). Adicionalmente, el 3-
HK y su producto de degradacion, el 3-HA (inmediato bioprecursor del QUIN) generan

superéxido y perdxido de hidrogeno de manera cobre-dependiente y ésto promueve el



dafo oxidativo a proteinas (Goldstein et al., 2000). Otro de los metabolitos neuroactivos
de la via de kinurenina es el acido kinurénico (KYNA), el cual primero fue descrito como
un compuesto inhibitorio, ya que a concentraciones altas no fisiolégicas, es un agonista
de amplio espectro de los receptores para aminoacidos excitadores (Perkins and Stone;
1982). En concordancia con ésto se sabe que el KYNA ejerce acciones anticolvulsivas y
antiexcitotéxicas (Foster et al., 1984). A muy bajas concentraciones, KYNA también actua
como un bloqueador competitivo del sitio coagonista para glicina EN el NMDAr (Kessler et
al., 1989) y como un inhibidor no competitivo del receptor a7-nicotinico de acetilcolina
(Hilmas et al., 2001). EI hecho de que KYNA tenga afinidad por estos dos receptores
permeables a calcio en el rango en el que se encuentra en el cerebro humano y en los
cerebros de roedores, sugiere una funcion fisioldogica en la neurotransmision
glutamatérgica y colinérgica. Esto se ha apoyado por estudios en donde la reduccién en
los niveles de KYNA en el estriado aumenta la vulnerabilidad a un insulto excitotéxico
(Poeggeler et al., 1998), mientras que al elevar las concentraciones de KYNA se inhibe la

liberacion de glutamato (Carpenedo et al., 2001).

3.3.3 KINURENINAS ENDOGENAS Y DISFUNCION CEREBRAL

Las distintas propiedades convulsionantes y excitotoxicas del QUIN, las
propiedades pro-excitotoxicas del 3-HK y las propiedades anticonvulsivantes vy
neuroprotectoras del KYNA en modelos experimentales nos llevan a considerar que las
kinureninas enddégenas pueden estar involucradas en enfermedades cerebrales humanas
causadas por mecanismos excitotoxicos (Schwarcz et al., 1984).

La relacion que hay entre las kinureninas enddgenas y el fendmeno de
excitotoxicidad ha sido descrita en estudios experimentales en donde se muestran los
efectos neurotéxicos producidos después de una administracion de QUIN en
concentraciones nanomolares (Whetsell & Schwarcz, 1989; Kerr et al.,, 1998) vy la
neurotoxicidad aguda generada a consecuencia de 1 uyM de 3-HK (Okuda et al., 1998), y
la eficacia anticonvulsivante de concentraciones nanomolares de KYNA (Scharfman et al.,
1999). Derivado del analisis de los eventos celulares y moleculares generados por estas
moléculas, es razonable pensar que una alteracion en el metabolismo de la kinurenina
pueda tener efectos adversos en la funcion cerebral, por lo que las interacciones entre
estos metabolitos bien podrian ser la causa primaria de patologias en el SNC (Tabla 2).

Sin embargo, no todos los cambios en el metabolismo de la via de la kinurenina en



enfermedades humanas pueden ser correlacionados con estudios en animales. Por
ejemplo, aun no es claro por que los niveles cerebrales de KYNA son reducidos en
estadios finales de la enfermedad de Huntington (Beal et al., 1990) o por que
especificamente los niveles corticales de KYNA (pero no los de 3-HK) son elevados en la
esquizofrenia (Schwarcz et al., 2001). Estas fluctuaciones pueden ser clinicamente
relevantes y ejemplificados por casos tardios, sugiriendo asi un papel crucial del KYNA en
la patogénesis de ciertos desodrdenes psiquiatricos. Por lo pronto, estos hallazgos indican
que el destino y la funcion de las kinureninas pueden ser controlados por mecanismos

aun desconocidos.

Metabolito M Evento molecular Patologia (celular/clinica)
3-HK 1 Generacion de radicales Apoptosis, potenciacion de
libres excitotoxicidad, enfermedades
neurodegenerativas,

enfermedades neurovirales,
neuroinflamacion, dafio

traumatico, infarto.

QUIN ) Activacion de receptores para | Excitotoxicidad, = enfermedades
NMDA, generacion de neurodegenerativas, infarto
radicales libres cerebral, dafo traumatico,

epilepsia, malaria  cerebral,
hipoxia perinatal, enfermedades

neurovirales, neuroinflamacion.

KYNA 1 Boqueo del receptor para Alteraciones cognitivas,
NMDA vy el receptor a.7- esquizofrenia.

nicotinico de acetilcolina
Enfermedades

neurodegenerativas, dolor, abuso

de drogas.

Tabla 2. Eventos en los que estan involucrados los metabolitos neuroactivos de la via de la

kinurenina.

De relevancia es el hecho de que un incremento en los niveles de 3-HK ha sido
descrito en putamen, corteza frontal y temporal de pacientes con la enfermedad de
Huntington, pero no en cerebros de pacientes con Alzheimer (Pearson & Reynolds, 1992;
Guidetti et al., 2000). Esta molécula produce dafno neuronal, generando especies



reactivas de oxigeno, tales como el peroxido de hidrégeno, el cual es capaz de inducir
apoptosis como resultado del estrés oxidativo (Eastman & Guiliarte 1989; 1990; Nakagami
et al.,, 1996; Okuda et al., 1996; 1998). Estos hallazgos son consistentes con la
demostracion de que en cerebros de pacientes con la enfermedad de Huntington se
incrementa la actividad de la 3-hydroxyantranilato oxigenasa, una de las enzimas
responsables de su remocién (Schwarcz et al., 1988).

Los niveles de 3-HK también se encuentran elevados en el caso de infecciones
virales en el sindrome de inmunodeficiencia humana, especialmente el asociado con
demencia (Person & Reynolds,1991; Sardar et al., 1995), espasmos infantiles (Yamamoto

et al., 1994) y encefalopatia hepatica (Person & Reynolds, 1991).

3.4 ACIDO QUINOLINICO (QUIN)
El QUIN (acido 2,3-piridin-dicarboxilico) (Fig. 3), es un metabolito endégeno del L-
triptofano que se forma en la via de la kinurenina (Vender, 1975), ademas de ser un

conocido agonista con actividad sobre NMDAr.

o
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Figura 3. Estructura del QUIN

3.4.1 DANO EXCITOTOXICO

Hasta 1981, se creia que el QUIN era un metabolito fisiolégico inactivo del
triptofano; su potencial fisiolégico y farmacolégico fue reconocido con el descubrimiento
de que el QUIN era capaz de activar selectivamente la subpoblacién de receptores
glutamatérgicos sensibles a NMDA (Stone & Perkins, 1981). El flujo masivo de glutamato
ocurre en neuronas y glia seguido de hipoxia e isquemia, llegando a concentraciones
neurotoxicas y reforzando la hipotesis de excitotoxicidad, en la cual la sobrestimulacion de
receptores glutamatérgicos contribuyen al dano neuronal (Olney, 1969). La poblacion de
NMDAr atrajo su maxima atencion cuando se descubrié que su activacion esta asocida
con un sustancial incremento en el flujo de calcio en neuronas blanco. El calcio esta
intimamente involucrado con la excitotoxiciddad dado que la entrada de estos iones lleva
a una serie de eventos de dafo neuronal. EI QUIN, un compuesto endégeno capaz de
activar selectivamente a los NMDAr, es de gran interés debido a su posible

involucramiento en diferentes estados patologicos. Se sabe que este interactua



especificamente con los subtipos NR2A y NR2B de los NMDAr (de Carvalho et al., 1996),
los cuales se encuentran distribuidos en hipocampo, estriado y la capa externa de la
corteza cerebral (Nakanishi, 1992). Ademas el QUIN esta involucrado en diferentes
procesos fisiolégicos y patolégicos también durante el desarrollo cerebral (Hunt et al.,
1990). Se sabe que a bajas concentraciones el QUIN puede proteger a las neuronas
contra la toxicidad del glutamato (Sei et al., 1998). Sin embargo, exposiciones
prolongadas de estructuras corticoestriatales a concentraciones submicromolares de
QUIN conducen invariablemente a la muerte neuronal (Whetsell et al., 1989).

En cerebros post-mortem de pacientes con la enfermedad de Huntington, Young y
colaboradores (1988) detectaron una pérdida de NMDAr consistente con un incremento
en la pérdida de células relacionadas con estos receptores en respuesta a procesos
excitotoxicos mediados por glutamato o por QUIN. Recientemente, Jacquard y
colaboradores (2006) mostraron que la excitotoxicidad mediada por NMDAr es potenciada
por defectos mitocondriales que involucran primariamente la desregulacién de Ca®* en
ausencia de hipersensibilidad a dichos receptores. Por su parte, la actividad pro-oxidante
del QUIN in vitro esta relacionada parcialmente con su capacidad de estimular a los
NMDAr.

3.4.2 DANO OXIDATIVO

Las acciones toxicas del QUIN estan primordialmente vinculadas a la
sobreactivacion de NMDAr a través de procesos tipicos de excitotoxicidad (Stone, 1993;
Susel et al., 1989). Mas recientemente, se ha reportado evidencia que involucra al estrés
oxidativo como una parte integral del modelo de toxicidad inducido por QUIN (Rodriguez-
Martinez et al., 2000; Behan et al., 1999). En este punto, es importante mencionar que
una pequefia fraccion de este dafo corresponde a componentes independientes de la
activacion de receptores para NMDA (Santamaria et al., 2001; Behan et al, 1999; Stone et
al., 2000). En apoyo directo a esta hipotesis, se ha demostrado la capacidad del QUIN de
modificar los perfiles de algunos antioxidantes enddgenos en el cerebro de ratas - tales
como el contenido de glutation reducido, el glutation oxidado y la actividad de la
superéxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD) - (Rodriguez-Martinez et
al., 2000), asi como su habilidad para generar radical -OH durante estadios tempranos de
toxicidad (Santamaria et al., 2001). La formacion de -OH inducida por QUIN resulta
mayoritariamente, pero no completamente, sensible al MK-801, un potente antagonista de

NMDAr, sugiriendo de esta manera que una pequefa fraccion del dafo oxidativo es



independiente de la activaciéon del NMDAr. La evidencia de un papel activo del estrés
oxidativo y nitrosativo en el modelo de toxicidad evocado por el QUIN esta basado en la
habilidad de la toxina de formar complejos QUIN-Fe(ll), los cuales regulan la formacién de
‘OH, mismo que es responsable del dafio a DNA in vitro y la peroxidacién de lipidos
(Goda et al., 1996). Adicionalmente, el QUIN y otros compuestos relacionados han
mostrado su capacidad de aumentar la reaccién de Fenton en soluciones amortiguadoras
de fosfatos, lo cual ha conducido a la subsecuente formaciéon de -OH (lwahashi et al.,
1999). En apoyo a estos datos, se ha reportado que el QUIN y otros compuestos con
anillo piridinico son capaces de inhibir la auto-oxidacién de iones hierro (Murakami et al.,
1998). Ademas, otros dos hallazgos refuerzan estas consideraciones: 1) se sabe que la
peroxidacion de lipidos inducida por el QUIN in vitro en tejido nervioso es dependiente de
la formacion de los complejos QUIN-Fe(ll) (Stipek et al., 1997), y 2) parece ser que el
hierro ferroso puede estar modulando negativamente la potenciaciéon de la union del
[’H]MK-801 al NMDAr en presencia de QUIN en membranas sinapticas de cerebro de rata
(Stastny et al., 1999). Estas evidencias sugieren una capacidad intrinseca del QUIN de
actuar como un quelante de metales, soportando de esta manera su naturaleza pro-
oxidante.

Otros estudios han descrito la potencia oxidativa del QUIN por el incremento en la
peroxidacion lipidica y el dafo oxidativo en diferentes preparaciones de tejido nervioso
tanto in vivo como in vitro (Santamaria & Rios, 1993; Stastny et al., 1991; Santamaria
2001), enfatizando la relevancia de las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(ERO/ERN) durante la generacion de episodios excitotdxicos. Sobre este punto, otros
hallazgos importantes son los reportados por Schwartz y colaboradores (1998), quienes
evaluaron los efectos de la expresion de la Cu,Zn-SOD en la toxicidad inducida por QUIN
en ratones transgeénicos en la sobre y baja regulacién, donde la primera condicién resultd
en neuroproteccion del estriado, y la segunda produjo un intenso dafio estriatal. A su vez,
estos hallazgos son reforzados por una correlaciéon entre los eventos excitotoxicos y los
procesos oxidativos. En particular, las ERN, tales como el ON y el peroxinitrito (ONOQO"),
han sido involucradas en la neurotoxicidad y el dafio oxidativo inducido por el QUIN
(Nakamura et al., 1995; Santamaria et al., 1997; Noak et al., 1998; Ryu et al., 2004;
Santiago-Lépez et al., 2004).

Diferentes atrapadores de ERO e inductores de la actividad de enzimas
antioxidantes, tales como la melatonina (Lapin et al., 1998; Southgate et al., 1998) y el

deprenil (Behan et al.,, 1999), protegen al tejido nervioso del dafio oxidativo vy la



neurotoxicidad inducidos por el QUIN, tanto en condiciones in vivo como in vitro. Otros
importantes agentes antioxidantes han sido probados con éxito contra la toxicidad del
QUIN, incluyendo la alfa-fenil-t-butil nitrona (Nakao et al., 1996), poliaminas como la
espermina y la espermidina (Belle et al., 2004), el quelante de hierro deferoxamina (Stipek
et al., 1997), el glutatién reducido (Santamaria et al., 2001), y algunos seleno-compuestos
que mimetizan la actividad de la GPx como el ebselen (Rossato et al., 2002; Rossato et
al., 2002b). Interesantemente, el atrapador sintético de radicales libres, el OPC-14117, ha
mostrado reducir la activaciéon del factor nuclear kappa B (NFxB) — un factor de
transcripcion comunmente relacionado con cascadas de muerte celular apoptética - en el
estriado de la rata (Nakai et al., 1999). Estos hallazgos son particularmente relevantes
dado que algunos de estos compuestos son agentes antioxidantes bien descritos como el
selenio, los cuales pueden inhibir vias de transcripcidon pro-apoptéticas, incluyendo el
factor nuclear de translocacion del NFkB y su consecuente activacion (Makropoulos et al.,
1996) al controlar la vida media de su proteina de unién citoplasmatica, la | kappa B alpha
(IkB-a) (Kretz-Remy & Arrigo, 2001). A este respecto, Santamaria y colaboradores (2005)
recientemente demostraron que el selenio tiene acciones protectoras sobre la
neurotoxicidad inducida por QUIN, y esta proteccién esta relacionada con la estimulacién
estriatal de la actividad de la GPx, la preservacién de IkB-a, la reduccion en la expresion
de NF«xB vy la inhibicion de la actividad de la caspasa-3, resultando en una preservacion
de DNA internucleosomal. Todas estas evidencias sugieren que el selenio, al estar
estimulando la actividad de la GPx, puede ser responsable de la remocion de ERO, y de
esta manera prevenir las sefiales apoptogénicas.

Por otra parte, en preparaciones de cerebro de rata, el QUIN (100 yM) puede
aumentar la peroxidacion de lipidos hasta en un 256 % (Rios & Santamaria, 1991). Estos
resultados fueron reproducidos por otros grupos, con la demostracion adicional que el
dafo inducido por QUIN puede ser prevenido por antioxidantes como la melatonina y el
deprenil (Southgate et al., 1998; Behan et al., 1999). La peroxidacion de lipidos inducida
por QUIN también puede ser prevenida por nitro-arginina y potenciada por L-arginina,
sugiriendo que el NO - un radical libre y precursor de potentes especies reactivas como el
ONOO' - puede contribuir en el dafio evocado por QUIN (Santamaria et al. 1997). Ahora
se sabe que la inhibicién de la sintasa del 6xido nitrico (SON) es un evento que puede
prevenir la neurotoxicidad evocada por el QUIN (Pérez-Severiano et al., 1998; Kalosch et
al., 1999). Teniendo evidencias de la activa participacion del ON, y sabiendo que existen
las condiciones necesarias para la formacidn de ONOO™ en el modelo de toxicidad



evocado por el QUIN, recientemente se exploraron estrategias experimentales que
consisten en probar los efectos de agentes capaces de catalizar la descomposicién de
ONOO'. Algunos de estos agentes son las porfirinas de hierro, tales como el
tetrakis(pentafluorofenil porfirinato de hierro), el cual muestra la reduccién de 3-
nitrotirosina (biomarcador de la presencia de ONOO), asi como una disminucion en la
neurotoxicidad y el dafio oxidativo asociados con la toxicidad inducida por el QUIN
(Santiago-Lépez et al., 2004). Este reporte en particular constituye un antecendente

directo para la realizacién del presente trabajo de tésis.

3.4.3 ALTERACIONES ENERGETICAS

Desde los 80’s ya se sabia que la inyeccion de QUIN en el hipocampo de las ratas
causaba disminucion en los niveles de ATP (Vezzani et al., 1987), pero fue hasta los 90’s
que Bordelon y colaboradores (1997) evaluaron las alteraciones energéticas como parte
de la cascada de dafio excitotoxico evocado por QUIN, a través de la actividad de la
cadena respiratoria como la via responsable de la disminuciéon de ATP. Sus resultados
mostraron una reduccion en el consumo de oxigeno desde las 6 horas después de la
inyeccion de QUIN. Por ello, tanto la alteracion en la funcion mitocondrial observada
después de la administracion de dicha toxina, como la disminucién en los niveles de ATP
y NAD, se sugirieron como eventos secundarios a la carga excesiva de calcio en
organelos celulares, apoyando asi la hipotesis de que la disfuncion mitocondrial puede ser
un evento critico en la cascada de muerte celular en modelos excitotoxicos de las
enfermedades neurodegenerativas. Con estas evidencias se sugiere que los efectos
tempranos de QUIN en la actividad estriatal y en el flujo de iones pueden contribuir a las
subsecuentes anormalidades en el metabolismo energético, las cuales a su vez
constituyen un factor para la neurodegeneracion y la eventual muerte celular excitotéxica.

Se ha reportado recientemente que un aumento en el metabolismo celular podria
constituirse como un factor neuroprotector (Maus et al., 1999; Sheline et al., 2000). En el
caso particular del piruvato, el cual puede ser utilizado por las células como un sustrato
energético, éste precursor metabdlico produce efectos protectores contra el dafio toxico
evocado por el QUIN, sugiriendo que el piruvato puede ser efectivo reduciendo el dano
neuronal en la enfermedad de Huntington (Ryu et al., 2003). Adicionalmente, hay
evidencia de que las lesiones producidas por el QUIN pueden ser consecuencia del dafo
oxidativo, y que el piruvato, pero no el lactato, exhibe un espectro de actividad que

bloquea este dafo. Estos resultados son acompafiados por evidencia que sugiere que la



microglia y los astrocitos contribuyen activamente a la neurodegeneracion, aumentando la
produccion de ERO en respuesta al QUIN. Por otra parte, Maksimovic y colaboradores
(2001) determinaron que la actividad de la citocromo C oxidasa, un componente de la
cadena respiratoria, es incrementada en estriado e hipocampo de animales tratados con
QUIN (150 nM), reforzando asi la idea de que el QUIN produce disfuncion en el
metabolismo energético.

Un muy reciente estudio muestra el efecto del QUIN in vitro sobre el metabolismo
energético en cerebro de ratas jovenes, encontrandose que la toxina aumenta la
recaptura de glucosa en un 55 %, mientras que la actividad del complejo Il de la cadena
de transporte mitocondrial es inhibida en un 35 % (Schuck et al, en prensa). La inhibicion
del complejo Il fue prevenida por la pre-incubacion de los homogenados corticales con
superoxido dismutasa mas catalasa, indicando que este efecto es probablemente
mediado por ERO. Estos datos proveen evidencia de que el QUIN provoca una alteracién

en el metabolismo energético cerebral in vitro.

3.4.3 ALTERACIONES CONDUCTUALES

En cuanto a la parte conductual, Sanberg y colaboradores (1989) estudiaron las
anormalidades locomotoras en animales administrados con diferentes dosis de QUIN y
observaron que la inyeccion bilateral de la toxina (75 nmoles) no tenia efectos
significativos en la locomocion; en contraste, 150 y 225 nmoles de la toxina indujeron
hiperactividad y pérdida de peso, mientras que 300 nmoles son letales para el animal.
Teniendo en cuenta los estudios previos de Schwarcz y colaboradores (1983) donde se
demostré que después de la lesion estriatal con QUIN (150 nmol) hay una marcada
disminucion en la activad de la colina acetiltransferasa y en la glutamato descarboxilasa, y
que la inmunoreactividad a GABA sélo es disminuida después de las 75 nmoles de QUIN
(Beal et al., 1986), se establecié la compleja relacion entre la dosis de QUIN, el tiempo
post-lesién y la respuesta conductual.

Recientemente Shear y colaboradores (1998) compararon los efectos de las
inyecciones intraestriatales de QUIN y del acido 3-nitropropidnico (toxina mitocondrial) en
ratas. Los resultados mostraron que ambas toxinas causan un incremento en los niveles
de la actividad a las dos semanas de la lesion, pero s6lo el QUIN es capaz de mostrar
hiperactividad a las cuatro semanas post-lesion. Las ratas tratadas con 3-NP, pero no con
QUIN, mostraron rigidez progresiva, aunque ambas toxinas son capaces de afectar el

aprendizaje. Por otra parte, un estudio en primates no humanos revel6é que los animales



tratados con QUIN muestran hiperactividad nocturna, asi como una postura anormal,
ademas de que en la prueba de recuperacién de objetos, éstos animales mostraron
deterioro en las respuestas de éxito (Rioitberg et al., 2002). La infusién cronica de QUIN
en el estriado de rata induce déficit de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico radial,
llevando a los autores a proponer que el aumento cronico de QUIN puede inducir déficit
conductual y motor similar al observado en la enfermedad de Huntington (Susel et al.,
1991; Shear et al., 1998). Todos estos datos sugieren que el QUIN mimetiza los estadios
tempranos de alteraciones motoras de la enfermedad de Huntington, mientras que la
inyeccion intraestriatal de 3-NP mimetiza los estadios tempranos y tardios de dicha

enfermedad.

3.4.5 ALTERACIONES MORFOLOGICAS

La infusion de QUIN en el estriado de las ratas resulta en lesiones de “axon
preservado”, con un marcado hinchamiento de dendritas, vacuolizacién y pérdida de la
estructura celular en sitios post-sinapticos, pero con preservacion de axones y terminales
pre-sinapticas (Schwarcz et al., 1983; McGreer and Singh, 1984). Adicionalmente,
Portera-Cailliau y colaboradores (1997) estudiaron la morfologia ultraestructural que
conlleva a la activacion de NMDAr y receptores no-NMDA, a través de las inyecciones
intraestriatales de QUIN y acido kainico (AK), respectivamente. Estos autores encontraron
que la neurotoxicidad aguda del QUIN es bloqueada por el pretramiento con MK-801,
mientras que la neurotoxicidad del acido kainico no es alterada por este pretratamiento.
También encontraron que las neuronas dafiadas con el 4cido kainico tienden a encogerse
y a formar circulos de cromatina que son caracteristicos de la morfologia apoptética; en
contraste, las neuronas dafiadas con QUIN se hinchan y se lisan, lo cual es caracteristico
de los procesos necréticos. Mas aun, el QUIN inyectado a una dosis de 60 nmoles,
mostré dos tipos distintos de morfologias neuronales a las 6 horas posteriores a la lesion:
algunas neuronas tienen cuerpos celulares oscuros y de forma delgada con numerosas
vacualizaciones citoplasmaticas, mientras que otras se ven hinchadas, con pocas pero
largas vacuolas citoplasmaticas y un nucleo rodeado con grupos extensivos de cromatina.
A las 12 horas de la inyeccion el QUIN la lesion progresa a una fase de desintegracion de
la membrana y completa disolucion de la matriz citoplasmatica. Las neuronas medianas

del estriado que son afectadas por el QUIN revelan la secuencia temporal de cambios



citoplasmaticos, nucleares y neurofibrilares. En dicho estudio también se observd que el
QUIN muestra acumulaciéon de vacuolas desde los primeros 15 minutos post-inyeccion, y
que estas llegan a la cumbre a las 6 hrs. En tiempos cortos, el reticulo endoplasmico
rugoso fue dispersado y la mitocondria mostré evidencia de hinchamiento, vacuolizacion y
lisis. En las neuronas espinosas medianas la desintegracion de las membranas
plasmaticas y nucleares resulté en la dispersién de los contenidos neuronales. Las
vacuolas largas de neuronas circundantes se manifestaron de 2 a 6 horas post-lesion, asi
como también el correspondiente hinchamiento de astrocitos. Con la destruccion de las
membranas plasmaticas neuronales y astrogliales, se fusionaron las vacuolas y formaron
largos espacios alrededor de los remanentes nucleares, llevando a la conclusion de que el
QUIN genera muerte de neuronas en un patron no apoptético de condensacion de

cromatina y destruccién temprana de organelos citoplasmaticos.

3.4.6 QUIN E INFLAMACION

La mayoria de las formas de dafo tisular es acompafiada por una reaccion
inflamatoria, con la activacion de monocitos, macréfagos periféricos y células microgliales,
y la invasiéon de macréfagos activados en el SNC. Es claro que la estimulacion de estas
células (por lipopolisacarido o por interferon-y) puede inducir componentes de la via de la
kinurenina, con la activacion de macrofagos y células gliales produciendo QUIN y otras
citotoxinas (Heyes et al., 1992¢; Espey et al., 1997). La microglia humana, macréfagos y
cultivos de células cerebrales fetales humanas pueden ordinariamente convertir triptofano,
kinurenina o 3-HK en QUIN, aun cuando no sean estimulados (Heyes et al., 1992). El
tratamiento con interferon-y incrementa las actividades de la indolamina-2,3-dioxigenasa,
de la kinurenina 3-hidroxilasa, la kinureninasa y la acido 3-hidroxiantranilico oxigensa,
generando asi un aumento en la produccién de QUIN y logrando niveles de 438 a 1410
nM en glia y macréfagos, respectivamente (Heyes et al., 1996). El aumento de QUIN en el
cerebro después de la estimulacién inmune puede ser prevenido con inhibidores del
metabolismo, o por agentes anti-inflamatorios esteroideos como la dexametasona, un
compuesto capaz de suprimir la activacién de células inmuno-competentes (Saito et al.,
1994).

La via de la kinurenina es activada por radicales libres, interferones y citocinas
producidas durante la respuesta inflamatoria, llevando a la induccion de la IDO y TDO,

enzimas responsables de convertir al triptofano en kinurenina. Como ya vimos antes, el



QUIN, un producto de esta via, actua como agonista del NMDAr (Stone, 2001; Stone et
al., 1981; Schwarcz et al., 1983) y causa dafio neuronal, mientras que el KYNA actua
como antagonista de estos receptores (Perkins & Stone, 1982). Otros productos de la via,
tales como la 3-HK y el acido 3-hidroxiantranilico, pueden generar ERO e inducir dafio
neuronal (Eastman & Guilarte, 1989; 1990; Okuda et al., 1996; 1998), al igual que lo hace
el QUIN (Rios & Santamaria, 1991; Behan et al., 1999).

El incremento en los niveles de QUIN ocurre en desérdenes inflamatorios y
neurolégicos severos. Sinz y colaboradores (1998) demostraron un aumento en las
concentraciones de esta toxina en el liquido cefalorraquideo seguido de pacientes con
dafo traumatico cerebral. En estudios en animales, Blight y colaboradores (1995)
demostraron la contribucion del QUIN al déficit neuroldgico secundario por efecto del dafio
por compresion del cordon espinal de coballos.

A través de estudios inmunohistoquimicos, se ha revelado la ausencia completa
de inmunoreactivadad a QUIN en cerebros humanos normales (Mofett et al., 1993),
mientras que bajo condiciones patologias severas la microglia activada (y macréfagos
cerebrales) parecen mostrar una capacidad significativa para sintetizar y acumular QUIN
en vacuolas vy liberarlo por un sistema de transporte sensible a probenecid (Baratté et al.,
1998; Heyes et al., 1996; Morrison et al., 1999). La estimulaciébn con citocinas,
preferencialmente con interferon-y (INF-y), incrementa sustancialmente la actividad de la
IDO en macréfagos activados (Chiarugi et al., 2000), asi como también la actividad de
otras enzimas relacionadas con la sintesis de QUIN, tales como la kinureninasa y la
kinurenina 3-hidroxilasa. Adicionalmente, se sabe que la kinurenina 3-hidroxilasa, y su
estimulacion por INF-y, es crucial para la sintesis de QUIN en la microglia y macréfagos
(Heyes et al., 1996). EIl QUIN ha mostrado inducir la expresion de quimiocinas y
receptores de quimocina en astrositos, conduciendo asi a una posible amplificacion de la
inflamacion cerebral (Guillemin et al., 2003). El dafio neuronal y sinaptico iniciado por la
activacion de la microglia y mediado por el QUIN conduce eventualmente a la muerte
apoptotica de oligodendrocitos y microglia, junto con la pérdida de positividad a GFAP de
astrocitos (Camer, 2001; Dilné et al., 2001)

3.4.7 APOPTOSIS VS. NECROSIS

La asociacién entre las células cerebrales apoptéticas y el incremento de los

niveles de QUIN han sido encontrados en diferentes desérdenes neurodegenerativos.



Guillemin y colaboradores (2005) demostraron que el tratamiento con QUIN a
concentraciones téxicas, induce cambios morfologicos y bioquimicos propios de la
apoptosis en un subgrupo de astrocitos humanos de manera dosis dependiente. En
pacientes con el complejo SIDA-demencia, los altos niveles de QUIN son asociados con
la alta relacién de apoptosis de astrocitos adultos (Thompson et al., 2001); sin embargo,
los receptores y las vias de sefializacién que inician la apoptosis astroglial aun no han
sido identificados. No obstante, dos grandes mecanismos pueden estar potencialmente
involucrados. El primero es la activacion de los NMDAr por QUIN, el cual se conoce
ampliamente que puede mediar la apoptosis neuronal por la activacién de caspasa-3 (Yu
et al.,, 1999; Tenneti & Lipton, 2000; Kerr et al., 1995; Stone, 2001); sin embargo, la
presencia de los NMDAr en astrocitos es aun controversial (Schipke et al., 2001; Conti et
al., 1997), por lo cual la posibilidad de que una via similar esté involucrada en neuronas y
astrositos es aun especulativa. La segunda posibilidad representa un importante aspecto
de la toxicidad del QUIN, la peroxidacion de lipidos (Rios & Santamaria, 1991), ya que el
QUIN a concentraciones bajas (120 nM) induce peroxidacion y formacién de radicales
libres, llevando a la muerte neuronal (Behan et al., 1999). Este segundo mecanismo es el
mas fuertemente involucrado en la apoptosis de astrocitos inducida por QUIN. En apoyo a
lo anterior, se sabe que después de la inyeccion de QUIN en el cerebro de rata hay una
reduccion en la densidad de la inmunoreactividad de GFAP de astrocitos, ocurriendo
tempranamente (6 horas después de la lesion) y sugiriendo muerte astrocitica, la cual
puede estar asociada con necrosis y apoptosis (Bjorklund et al., 1986; Dihne et al., 2001).
Ademas, el QUIN incrementa la liberacién neuronal de glutamato e inhibe su recaptura
por astrocitos, llevando asi a una excesiva concentracién de glutamato en el micro-
ambiente neuronal, y secundariamente a la neurotoxicidad (Tavares et al., 2002).

Por otra parte, se ha reportado que los agonistas de receptores glutamatérgicos
activan al NF-kB via la degradacion de IkB-a (Nakai et al., 1999; Qin el al; 1999). Diversos
estudios han sugerido que el QUIN activa a la caspasa-3, lo cual lleva a la translocacion
nuclear del factor NFkB por la aceleracion de la degradacion de su proteina de unién
citoplasmaética, la IkB-a. (Qin et al., 1999). Nakai y colaboradores (2000) demostraron que
la degradacion de IkB-a inducida por la estimulacion del NMDAr a través del QUIN es
totalmente mediada por un mecanismo dependiente de caspasa-3 (Qin et al., 2000),
ademas de que el empleo del OPC-14117, un atrapador de radicales libres, atenua este
efecto de degradacién inducido por el QUIN, sugiriendo que el estrés oxidativo es el factor

mas importante para la degradacion de IkB-a. A este respecto, se ha demostrado que la



activacion de NFxB sobre-regula la p53, indicando que NF«B contribuye a la apoptosis
inducida por excitotoxinas via la inducciéon de reguladores del ciclo celular (Qin et al.,
1999; Aleyasin et al., 2004; Grilli et al., 1999). La proteina p53 juega un papel critico en la
muerte celular y la sobrevivencia, ya que hay recientes estudios que muestran que los
niveles de p53 pueden ser regulados por NFxB (Qin et al., 1999; Aleyasin et al., 2004; Wu
et al.,, 1994). Cao y colaboradores (2005) mostraron que Ac-YVAD-CHO, un inhibidor
sintético de la caspasa-1, no tiene efectos en la degradacion de 1kB-a ni en la activacion
de NF-xB inducida por QUIN; en contraste, este inhibidor atentia el incremento en los
niveles de la proteina p53 y en la fragmentacion de ADN internucleosomal, sugiriendo asi
que la caspasa-1 determina la induccién de p53 y puede contribuir a la apoptosis inducida
por el QUIN.

En contraste, otros autores han sugerido que la muerte celular excitotéxica
seguida de la inyeccion intracerebral de QUIN no es mediada por apoptosis, debido a que
no se ha encontrado fragmentacion de ADN internucleosomal (Ignatowicz et al., 1991).
Contrario a ésto, Portera-Cailliau y colaboradores (1995) demostraron que el patrén de
escalera del ADN ocurre in vivo en las primeras horas de haber inyectado la toxina, y que
tiempo después éste se pierde, convirtiéndose en una mancha, lo que sugiere
componentes necroticos de muerte celular. A nivel ultraestructural, las neuronas
lesionadas por QUIN muestran morfologia necrética, y a diferentes tiempos post-lesion no
se encuentran indicios de apoptosis, por lo que la posible explicacion a ésto es que la
fragmentacién del ADN internucleosomal es un paso comun temprano en todos los tipos
de muerte celular, y dependiendo de que proteasas sean liberadas, resultara en muerte
apoptoética o necratica.

En otro reporte reciente se evaluaron los procesos de muerte activados por la 3-
HK'y el QUIN (Chiarugi et al., 2001), encontrandose que la potencia neurotdxica de la 3-
HK o el QUIN fueron cuantitativamente similares, aunque las vias de muerte activadas por
estas toxinas fueron considerablemente diferentes. La 3-HK activa primordialmente
procesos apoptoticos de muerte neuronal, mientras que las neuronas expuestas a QUIN
principalmente mueren por necrosis. En este mismo contexto, los antagonista del receptor
para NMDA, inhibidores de la SON neuronal (SONn) y los inhibidores de PARP previenen
la toxicidad inducida por QUIN, pero no la de 3-HK. Estas observaciones sugieren que la
via de muerte responsable de la toxicidad de QUIN involucra la activacion de SONn

mediada por NMDAr y la activacion de PARP, lo cual resulta en un colapso energético y



finalmente en la muerte celular de tipo necrético, primordialmente (Zhang et al., 1994; Ha
& Zinder 1999; Pieper et al., 1999).

En general podemos decir que es posible que mecanismos de muerte necroética y
apoptotica puedan coexistir simultdneamente dentro de células que se estan degenerando
por accion del QUIN, pero es importante mencionar que ultraestructuralmente la

morfologia apoptética es ocultada por la rapida lisis necrética de las células.

3.4.8 IMPLICACIONES EN ENFERMDEDADES
3.4.8.1 Enfermedad de Huntington

Entre las caracteristicas neuropatolégicas de la enfermedad de Huntington (EH)
esta la sobrevivencia de interneuronas colinérgicas medianas y largas en el neoestriado,
lo cual ha podido ser reproducido en animales por la inyeccion intraestriatal de QUIN,
sugieriendo que esta toxina puede estar involucrada en la patogénesis de esta
enfermedad (Schwarcz & Albin, 2002). Estudios posteriores indican que otros dos
productos metabdlicos de la via de la kinurenina pueden estar jugando un papel
importante en la fisiopatologia de la EH. La 3-HK induce muerte neuronal en cultivos de
neuronas estriatales (Okuda et al., 1996) y potencia la excitotocicidad del QUIN in vivo e
in vitro (Chiarugi et al., 2001; Guidetti & Schwarcz, 1999). En contraste, el KYNA provee
neuroproteccion anti-excitotoxica y es particularmente efectivo previniendo el dafo
inducido por QUIN (Foster et al.,, 1984; Schwarcz & Pellicciari, 2002). Recientemente,
Guidetti y colaboradores (2004) mostraron que los niveles de QUIN y 3-HK son
incrementados tres o cuatro veces en la neocorteza y el neoestriado de pacientes con la
EH en grado 1, aunque los niveles de estos dos metabolitos no mostraron ningin cambio
o tendencia a disminuir en grados mas avanzados de la enfermedad. En conjunto, estos
resultados revitalizan la hipotesis de la participacion del QUIN en la HD propuesta desde
hace mas de 20 anos (Schwarz et al., 1983) y sugieren especificamente que la 3-HK y el
QUIN pueden participar en fases iniciales de procesos neurodegenerativos en la EH.
Particularmente, se propone que el incremento en estos metabolitos acelera la muerte
neuronal a través de la activacion de receptores para NMDA y la generacion de radicales

libres.

3.4.8.2. Decline cognitivo
La infusiéon subcrénica (2 semanas) en los ventriculos cerebrales de ratas con

QUIN produce déficit de la memoria acompafiado de la pérdida selectiva de neuronas



(Misztal et al., 1996). Esta situacion se cree que esta asociada con la edad, desde que los
niveles de diferentes kinureninas (incluyendo al QUIN) son incrementados conforme
avanza la edad (Moroni et al., 1984; Gramsbergen et al., 1992; Wada et al., 1994),
pudiendo ser que el QUIN esté mediando dichos cambios. La importancia del KYNA
radica en que, como ya hemos descrito, este metabolito de la via de la kinurenina se une
al sitio de glicina 2 del NMDAr, y estudios previos han mostrado que una acumulacién de
los niveles de KYNA contribuyen al decline cognitivo, asi como el hecho de que su
receptor puede ser un blanco apropiado para el desarrollo de nuevos farmacos capaces
de mejorar la cognicién por la reduccion en el bloqueo del receptor (Pittaluga et al., 1995;
Pittaluga et al., 1997). En este mismo contexto, un incremento en la concentracion de
KYNA subyaceria al decline cognitivo en el tiempo, y ésto es apoyado por hallazgos en
los que se describe un incremento en los niveles de la kinurenina y del KYNA con la edad
de las ratas (Moroni et al., 1988; Gramsbergen et al., 1992; Wada et al, 1994). Ohno y
colaboradores (1994) han mostrado que el bloqueo del sitio 2 de glicina del NMDAr a
través de KYNA o de acido 7-clorokinurénico, interfiere con las tareas de memoria (Steele
& Stewart, 1993).

4.4.8.3 Isquemia cerebral

Es sabido que el dafio neuronal que ocurre después de un periodo de isquemia
cerebral en un modelo animal moderado (5-15 min) no presenta cambios en los niveles de
QUIN durante las primeras 24 horas, pero si se observa un aumento tardio en los niveles
de esta toxina de 50 veces su valor basal después de varios dias posteriores al evento
isquémico (Heyes & Nowak, 1990; Saito et al., 1993). Estos cambios son acompafiados
por un incremento en la actividad de todas las enzimas metabdlicas de la kinurenina,
excepto de la kinurenina aminotransferasa, responsable de la formaciéon del KYNA. El
resultado de la induccion de la isquemia es el cambio en la relacion de los niveles QUIN y
KYNA, lo cual puede estar contribuyendo al dafio cerebral, y ésto es apoyado por el
hecho de que el KYNA, o bien analogos de éste, son capaces de disminuir el dafo
isquémico en diversos modelos (Wood et al., 1993). Lees (1993) ha propuesto que la
microglia y los macréfagos pueden contribuir a la muerte neuronal tardia que se ha
observado después de la isquemia cerebral, probablemente por la secrecién de QUIN.
Mas aun, hay evidencia directa obtenida por Baratte y colaboradores (1998), en la que el
QUIN resulta inmunohistoquimicamente positivo en la microglia en el cerebro de gerbos a

4 y 7 dias después de un evento isquémico.



4.4.8.4 Dano traumatico

Después del dafo traumatico cerebral humano hay un incremento de 50 veces los
niveles de QUIN en liquido cefalorraquideo (Sinz et al., 1998). Los niveles de QUIN
correlacionan con la mortalidad resultado del insulto cerebral. Un incremento de QUIN en
liquido cefalorraquideo ha sido recientemente detectado también en nifios que sufrieron
un dafio traumatico severo (Bell et al., 1999). En dicho reporte, los niveles de QUIN fueron
correlacionados con el indice de mortalidad, apoyando la hipétesis de que los procesos
inflamatorios involucran la generacion de QUN, mismo que puede contribuir a los efectos

del trauma y a la mortalidad.

4.4.8.5 Epilepsia

En la epilepsia se ha encontrado que hay una pérdida en los niveles de la acido
quinolinico fosforibosiltransferasa en tejido de pacientes epilépticos en comparacioén con
los individuos no epilépticos (Feldblum et al., 1998), aumentando asi la posibilidad de que
la ausencia de esta enzima resulte en un incremento en los niveles de QUIN en algunas
células o compartimientos celulares en el foco epiléptico, los cuales pueden no ser
detectables durante un analisis general de contenido en el tejido. En adicién a lo anterior,
la concentracion de KYNA es mas baja de lo normal en pacientes con espasmos
infantiles, con la posibilidad de que el desorden motor sea debido al antagonismo
reducido por agentes excitadores endogenos, tales como el glutamato o el QUIN
(Yamamoto et al., 1994).

3.4.8.6 VIH y Complejo SIDA-demencia

Existe evidencia de que la via de la kinurenina estd involucrada en la
neurotoxicidad asociada con el complejo SIDA-demencia y probablemente otras
enfermedades inflamatorias cerebrales (Heyes, 1996). La actividad de la enzima
indolamina 2,3-dioxigenasa ha sido medida en cerebros postmortem de pacientes con
SIDA (Sardar & Reynolds, 1995), relevando un incremento significativo en pacientes con
SIDA que manifestaron demencia en comparaciéon con los tejidos de los pacientes con
SIDA y de los pacientes con SIDA no demenciales. El incremento de esta enzima lleva a
las elevaciones tanto de QUIN como de 3-HK. A este respecto, Chao y colaboradores
(1996) han recopilado una gran cantidad de evidencias en la literatura sobre el posible

involucramiento del QUIN en la patogénesis del complejo SIDA-demencia. Mas aun, el



papel de los NMDAr en este desorden es bien aceptado (Lipton, 1998). En pacientes con
el complejo SIDA-demencia los niveles de QUIN en liquido cefalorraquideo son
incrementados por arriba de 20 veces y correlacionados con la disfuncién cognitiva y
motora (Heyes et al., 1989b, 1991; Martin et al., 1992), aunque se sabe que la cantidad
de QUIN en el cerebro de pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana
puede incrementar hasta 300 veces (Heyes et al., 1998). Cuando los pacientes son
tratados con zidovudina, las concentraciones de QUIN declinan en paralelo con el
mejoramiento neurolégico. Resultados similares son reportados con nifios infectados con
el virus de inmunodeficiencia humana en quienes el QUIN aumentd cuatro veces en
liquido cefalorraquideo (55.8 nM comparado con los controles de 14.9 nM), volviendo a la
normalidad con el tratamiento con zidovudina (Stone et al., 2001). EI QUIN encontrado en
el cerebro de pacientes con SIDA es probablemente originado por células activadas por el
sistema inmune como parte generalizada de la reaccion inflamatoria por la invasion viral.
Otra evidencia favorable a esta tendencia radica en que los niveles de kinurenina y de
QUIN en suero y liquido cefalorraquideo de pacientes infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana correlacionan con la B2-microglobulina y la neopterina, los

cuales son indicadores de la actividad inmune (Heyes et al., 1992).

3.4.8.7 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comin de demencia que afecta a
millones de personas alrededor del mundo. Recientemente, utilizando técnicas
inmunohistoquimicas, Guillemin y colaboradores (2005) demostraron que la via de la
kinurenina esta sobre regulada en cerebros de pacientes con Alzheimer, lo cual resulta en
un incremento en los niveles de QUIN. En el hipocampo de cerebros de pacientes con
Alzheimer, tanto la expresion de la IDO como la acumulacién de QUIN son detectados en
la microglia cortical, astrocitos, y neuronas (Guillemin et al.,, 2005). Lo que lleva a la
conclusion de que el QUIN puede estar involucrado en el patrén de neurodegeneracion
del Alzheimer, lo cual se sustenta en el hecho de que el oligémero del péptido B-amiloide
(AB+.42) - el cual se considera que juega un papel central en la patogenia del Alzheimer
(Walsh et al., 2002) - ha mostrado activar la microglia in vitro, resultando en la expresion

de la IDO vy la produccién de QUIN en estas células (Guillemin et al., 2003).

3.4.8.4 Esquizofrenia



Se ha sugerido que la neurotoxicidad evocada por QUIN por la inflamacion
activada por microglia y macréfagos puede participar en la muerte neuronal durante la
infeccién cerebral (Brew et al., 1995). Asi, el incremento tanto en la densidad de la
microglia y los niveles elevados de QUIN han sido encontrados en cortes frontales de
cerebros postmortem obtenidos de pacientes con esquizofrenia (Bayer et al., 1999;
Radewicy et al., 1998; Torrey et al., 1998). La disminucién en los niveles del triptofano y el
incremento en la actividad de la triptofano-2,3-dioxigenasa en corteza frontal de pacientes
esquizofrénicos sugieren que la via de la kinurenina puede estar alterada también en este

padecimiento (Miller et al., 2004).

3.4.8.9 Otras enfermedades inflamatorias

Se han encontrado incrementos marcados en la concentraciéon de QUIN tanto en
liquido cefalorraquideo como en cerebros postmortem de pacientes con enfermedades
inflamatorias (bacteriales, virales, fungicas y parasitarias, meningitis, enfermedades
autoinmunes y septicemia). Las correlaciones de QUIN, KYNA, y L-kinurenina con
marcadores de estimulacion inmune (neopterina, conteo de células blancas y niveles de
IgG) indican una estrecha relacion entre la via de la kinurenina acelerada y la estimulacion
inmune intracerebral (Heyes, 1993). Adicionalmente los niveles de QUIN en cerebros de
nifos con un rango de infecciones bacteriales del sistema nervioso central correlaciona
con marcadores de activacion inmune como neopterina (Heyes et al., 1995). En monos
Rhesus, la septicemia fue asociada con un incremento tanto en suero como en el liquido
intracerebral de QUIN y kinurenina (Heyes & Lackner, 1990). Ratones infectados con el
virus de Herpes simplex tipo 1 desarrollaron paralisis con un aumento en los niveles de
QUIN. La infeccidon fue acompafiada de un incremento en la actividad de la IDO vy la

kinurenina hidroxilasa (Reinhard, 1998).

3.5. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO
Diversos desordenes neurodegenerativos - incluyendo la enfermedes de

Alzheirmer, Parkinson, Huntington y la esclerosis amiotrofica lateral - muestran



caracteristicas comunes que involucran la vulnerabilidad de las células neuronales a las
diferentes acciones nocivas de las ERO/ERN, que finalmente resultan en estrés oxidativo
y nitrosativo. Las ERO/ERN son responsables de las alteraciones estructurales vy
funcionales de diversas biomoléculas, lo cual se sustenta en que hay evidencia de que los
radicales libres y las moléculas reactivas son mediadores potenciales de necrosis y
apoptosis por iniciacion de diferentes cascadas que involucran vias de transcripcion y

respuesta inflamatoria.

El estrés oxidativo es comunmente descrito como la produccion de una serie de
eventos toxicos celulares y moleculares producidos por radicales derivados del oxigeno y
otras moléculas reactivas. Las ERO son definidas como entidades moleculares que
reaccionan con componentes celulares, resultando en alteraciones en su funcion. Las
ERO incluyen tanto a radicales libres (los cuales contienen uno o mas electrones
desapareados tales como el anién superoxido (O,7), y el radical hidroxilo (OH’)), como a
otras especies no radicales, como el peroxido de hidrégeno (H.O,) y el peroxinitrito
(ONOO). Las ERO son generadas como bioproductos del metabolismo redox normal
durante la reduccion metabdlica incompleta del oxigeno a agua. El estrés nitrosativo se
refiere a una serie de eventos toxicos producidos a nivel celular y molecular por radicales
derivados del nitrégeno y moléculas reactivas como el NO' y el ONOO, entre otros
(Santamaria & Jiménez 2005). EI SNC es particularmente vulnerable a las acciones
téxicas de las ERO/ERN debido principalmente a tres razones: 1) la alta proporcion de
lipidos en el cerebro en comparacion con otros 6rganos; 2) por el elevado metabolismo
cerebral, ya que el metabolismo aerébico es la mayor fuente de energia para las células
neuronales. La amplia distribucion de mitocondrias en células neuronales necesariamente
involucra el metabolismo oxidativo y la sintesis de ATP, teniendo un alto riesgo de que la
cadena de transporte de electrones conduzca a la formacion de O,". En condiciones
fisioldgicas normales los sistemas antioxidantes endégenos, tanto enzimaticos (catalasa
(CAT E.C. 1.11.1.6), superoxido dismutasa (SOD, E.C. 1.15.1.6), glutation peroxidasa
(GPx, E.C. 1.11.1.9), etc.) o no enzimatico (glutatién reducido (GSH), acido ascérbico,
etc.) son capaces de remover estas especies. Sin embargo, en condiciones patologicas
en donde disminuyen los niveles de actividad y/o expresion de estos sistemas, se
incrementan las ERO/ERN, las cuales ademas de ser téxicas pueden ser sustratos
potenciales para la formacién de mas especies toxicas del oxigeno y del nitrégeno. 3) La

tercera razon por la cual el SNC es vulnerable a las acciones de ERO/ERN esta



relacionada con la limitada actividad de algunas enzimas antioxidantes (como la CAT), o
de otros sistemas antioxidantes que estan presentes en el cerebro.

El H,O, es un bioproducto concurrente de la actividad de una serie de enzimas,
como la monoamina oxidasa y la tirosina hidroxilasa, asi como en procesos de auto-
oxidacién del acido ascorbico y catecolaminas (Coyle & Puttfarcken, 1993). La activacion
de fosofolipasas dependientes de Ca?* liberan acido araquidénico y la descomposicion de
la xantina por la xantina oxidasa llevan a la formacion de O,". Adicionalmente, la
activacién neuronal de la SONn dependiente de Ca*/calmodulina lleva a la formacién de
ON. Tanto el O,” como el ON tienen gran afinidad por reaccionar entre ellos, formando
otras especies altamente reactivas como el ONOO", y este conduce a la posterior
formacién del -OH; el cual puede ser producido espontaneamente por la lenta
descomposicién de H,O,, o cuando es acelerado este proceso a través de la reaccion de
Fenton.

La activacién de células gliales en respuesta al dafio celular con la participacion de
dafio oxidativo y nitrosativo involucra un rango complejo de respuestas que incluyen un
incremento en la expresién de genes que son involucrados en la sintesis de citocinas y
ON. Cuando las ERO/ERN son liberadas por la glia en respuesta a la destruccion de
células dafadas, estos agentes pueden resultar en una subsecuente neurodegeneracion.
El H,O; liberado por la activacion de la microglia puede ser alterado por las peroxidasas y
formar al acido hipocloroso (HOCI) el cual es sumamente toxico para las células. Por otra
parte, el ONOO" formado por la interaccién del ON y el O," resultara en la nitracion de
residuos de tirosina y en la nitrosilacion de cisteinas, tanto de enzimas como de proteinas

estructurales (Andersen, 2004).

3.5.1 Especies reactivas de oxigeno (EROS) y nitrégeno (ERN)

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas electrones
desapareados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones
desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo o de una molécula y la hace
generalmente mas reactiva que su correspondiente “no radical’. La mayoria de los
radicales libres de interés clinico son los derivados del oxigeno (Zentella & Saldafia, 1996)
ya que éste es la molécula mas abundante en los sistemas biologicos. Las EROs son
intermediarios toxicos predominantes y son responsables del estrés oxidativo (Kehrer,
2000). En la siguiente tabla se muestran una lista parcial de las especies reactivas de

oxigeno:



RADICALES NO RADICALES

Anion superdéxido (O,7) Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Radical hidroxilo (*OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (*OOR) Ozono (03)

Radical hidroperoxilo (*OOH) Oxigeno singulete ('0,)
Radical alcoxilo (*OR) Peroxinitrito (ONOQO")

Peréxidos organicos (ROOH)

Tabla 3. Especies reactivas de oxigeno.

Como lo muestra la tabla, las principales EROs son: el radical superdxido (O;7), el
peroxido de hidrégeno (H,O,) y el radical hidroxilo (*OH). Una de las principales fuentes
de especies reactivas del oxigeno es la cadena respiratoria, donde pueden ocurrir las

siguientes transferencias de electrones:

Hle +1e

+le +le
- —1c — > -
0, —* O H202 ‘OH+OH —> 2H,0
+2H" +2H"
Oxigeno anion peréxido de radical
Molecular superoéxido hidrégeno hidroxilo

Figura 4. Generacion de especies pro-oxidantes de la molécula de oxigeno

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

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

Fe** + Oy ___ , Fe*'+0,

Fe** +H,0, — > Fe® +:0OH+OH
(Reaccion de Fenton)

Reaccioén neta:
O,” + H,0O, ——» Oy +OH + OH



Hay diversos sitios en la célula que son capaces de generar anion superéxido.
Durante la isquemia, la elevacion de calcio intracelular activa la fosfolipasa A,, y esta
enzima libera al acido araquiddnico, con lo que inicia la formacién de radicales libres por
la ciclo-oxigenasa y la lipo-oxigenasa. La ciclo-oxigenasa cataliza la adicion de dos
moléculas de O, al acido araquidénico y produce la prostaglandina PGG,, la cual es
rapidamente peroxidada a PGH. con la liberacién simultanea del anién superédxido. Otras
enzimas que generan anion superoxido son la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa. El
*OH es la ERO mas activa y es generada por el H,O, a través de la reaccién de Haber-
Weiss en presencia de iones de hierro, como se menciondé anteriormente.
Alternativamente, el *OH puede ser formado a través del ONOO™ ya que este se protona
rapidamente a acido peroxinitroso (ONOOH), y la descomposicion espontanea de dicho
acido nos lleva a la generacion del «OH.

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 superéxido también es producido por las
células del sistema inmune: los fagocitos (neutrofilos, monocitos, macréfagos y
eosinofilos).

Como se menciond anteriormente, el estrés nitrosativo es generado por la rapida
oxidacion del ON. El ON puede reaccionar con diversas moléculas (Fig. 5), tales como el
oxigeno, EROs, metales de transicion y tioles que lo llevan a formar las especies reactivas
de nitrégeno (ERN).



NO, ! HDCI MPO © . NOCI
. CO; +NO,

NO ONOO ———=ONOOH

NO - N2O5

Figura 5. Via general de oxidaciéon del ON y generaciéon de ERN (Soneja et al., 2005).

3.5.2 Daiio oxidativo

3.5.2.1 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se ha definido como un deterioro oxidativo de los lipidos
poli-insaturados, los cuales son constituyentes esenciales de las membranas bioldgicas.
Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo, asi como el oxigeno singulete, pueden
reaccionar con los acidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las
membranas para formar hidroperoxidos lipidicos (Aikens & Dix, 1991; Choe et al., 1995,
Choi & Yu 1995, Gutteridge & Halliwell, 1990; Halliwell & Gutteridge, 1984; Horton &
Fairhurst, 1987; Niki et al., 1991; Schaich, 1992). La fase de iniciacién comienza cuando
el radical libre secuestra un atomo de hidrogeno de uno de los carbonos de la cadena
carbonada para generar un radical libre lipidico (Le). Los acidos grasos poli-insaturados
de membrana son especialmente susceptibles de ser atacados por radicales libres,

puesto que contienen grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan el



enlace C-H metileno. Cuando un radical lipidico se origina, sufre inmediatamente un
reajuste molecular, produciéndose asi un dieno conjugado que puede reaccionar con el
O, y formar un radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperdxidos, o bien,
puede tomar un atomo de hidrogeno de un carbono metileno de otro acido graso poli-
insaturado adyacente para formar de nuevo un radical libre lipidico y un hidroperdxido
(Fig. 6). El radical lipidico se combina con otra molécula de oxigeno y asi se establece
una cadena de propagacion del dafio peroxidativo. Por su parte, el hidroperoxido, que es
un compuesto estable, entra en contacto con iones metélicos de transicién y producira
mas radicales libres que inician y propagan otras reacciones en cadena. Asi, las
membranas resultan seriamente dafiadas y por tanto, su funcionalidad se ve alterada
(Rice-Evans & Burton 1993).

A=A/ Lipido poliinsaturado

e e N — Radical libre lipidico

VoS AN/ Dieno conjugado

Radical peroxi

\j Hidroperoxido lipidico

T

ALDEHIDOS ¥
FRODUCTOS DE POLIMERIZACION

Figura 6. Esquema del proceso de la peroxidacion de lipidos

3.5.3 Antioxidantes en los sistemas bioldgicos



Las células poseen sistemas de defensa que les permiten controlar la
concentracion de las especies reactivas. Estos sistemas son de dos tipos: no enzimaticos

y enzimaticos.

e Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un grupo heterogéneo de moléculas
hidréfobas e hidrofilas que capturan radicales libres y originan especies quimicas menos
nocivas para la integridad celular (Bandyopadhyay et al., 1999). En esencia, su
mecanismo de accién se basa en la donacién de un electrén a un radical libre con el fin de

estabilizarlo. Dentro de estos sistemas no enzimaticos destacan:

- Vitamina E (a-tocoferol). Es considerado como el antioxidante mas densamente
distribuido en los seres vivos. Tiene la capacidad de interrumpir la peroxidaciéon de
lipidos en la fase de propagacioén, reaccionando con los radicales lipoperoxilos y
los alcoxilos. Al interaccionar con los lipoperdxidos se genera un radical o-
tocoferilo el cual es reciclado a a-tocoferol al interactuar con el acido ascorbico.
Este ultimo tiene la capacidad de interaccionar con '0,, y en menor grado con Oy~
(Burton et al., 1982; Halliwell & Gutteridge, 2001).

- Vitamina C (acido ascorbico). Distribuido intra y extracelularmente. Reacciona en
forma directa con el anidon superéxido y radical hidroxilo (Frei et al., 1990; Sauer et
al., 2001), generando radical ascorbilo, el cual es reciclado a acido ascérbico por
el sistema reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (May et al., 1998).

- Glutation (GSH/GSSG): Su forma reducida se considera como un compuesto
antioxidante ya que impide la oxidacién de los grupos —SH de las proteinas; tiene
la capacidad de reaccionar con las EROs, transfiriéndoles un atomo de hidrégeno
(Halliwell & Gutteridge, 2001).

- Acido Urico. Tradicionalmente es considerado un producto terminal del
metabolismo de las purinas, también posee propiedades antioxidantes; sin
embargo, se desconoce el proceso por el cual ejerce su accion protectora. Su
mecanismo de accion aparente es el de prevenir la oxidacion de la vitamina C y

formar complejos con los metales hierro y cobre (Yu, 1994).

e Sistemas antioxidantes enzimaticos



Dentro de los sistemas destinados a convertir las especies reactivas de oxigeno en

menos reactivas - antes de que se conviertan en moléculas mas reactivas - destacan:

- Superoéxido dismutasa (SOD). Es una metaloproteina cuya funcion es catalizar la
dismutacién del O," a H,O,. La SOD presenta tres isoformas, de las cuales dos
tienen como sitio activo al Cu?* y Zn?*; una de ellas se localiza en el citosol, en el
nucleo y en menor cantidad en el espacio intramembranal, y la otra se ubica
extracelularmente en fluidos como el plasma (Oury et al.,, 1996). La tercera

isoforma tiene como sitio activo al Mn** y se encuentra en la matriz mitocondrial.

- Catalasa. Es una hemoproteina que se concentra principalmente en los
peroxisomas y las mitocondrias; su papel antioxidante consiste en disminuir el
riesgo de formacién del radical hidroxilo por la interaccion del H,O, con metales de
transicién via la reaccion de Fenton (Halliwell, 1999). Su mecanismo catalitico
tiene lugar en dos fases: en la primera fase se lleva a cabo el rompimiento de una
molécula de H,O,, generandose en el grupo hemo la especie oxoferrilo con la
formacién de una molécula de agua; la segunda se caracteriza por la reaccion de

la especie oxoferrilo con otra molécula de H,O, (Putnam et al., 2000).

- Glutation peroxidasa. Es una selenoproteina que se ubica en la matriz mitocondrial
y en el citosol. La glutatién peroxidasa es eficiente en la degradacién de H,O, y
requiere de la presencia de GSH para poder llevar a cabo su actividad catalitica
(Powers & Lennon, 1999).

- Glutation reductasa. Enzima que requiere NADPH y cataliza la conversion de
GSSG a GSH. Esta enzima es esencial para el ciclo redox del GSH que mantiene
los niveles adecuados de esta molécula (Harris & Massey, 1992).

3.6 OXIDO NIiTRICO

El ON es un mensajero bioldégico y un segundo mensajero que participa en

algunos procesos fisioldgicos tales como regulacion del tono vascular, la neurotransmision



y la citotoxicidad celular (Pérez-Severiano et al., 1998). Una produccion alterada de *NO
esta involucrada en diversas situaciones fisiopatologicas, tales como la inflamacion aguda

y crénica, la ateroesclerosis, la glomerulonefritis y el dafio renal.

El ON influye en la liberacion de otros neurotransmisores, presumiblemente a
través de la activaciéon de proteina cinasas dependientes de GMPc, aumentando asi la
fosforilacion de las proteinas de las vesiculas sinapticas asociadas con la liberacion de
neurotransmisores. Probablemenbte uno de sus papeles toxicos mas relevantes radica en
que el ON se encuentra formando parte de la cadena que liga la activacion de los
receptores para glutamato del tipo NMDA a la liberacion de neurotransmisores en la

corteza cerebral o en el estriado (Bogdaanov & Wurtman, 1997; Yun et al., 1996).

Es importante mencionar que el efecto directo del ON sobre la cadena de
transporte de electrones mitocondrial es la inhibicion de manera reversible de la citocromo
oxidasa C (Bolanos et al., 1994; Moro et al., 2005), disminuyendo asi su afinidad por el O,
y afectando el flujo de electrones mitocondrial y la sintesis de ATP. Adicionalmente, se
sabe que la activacion de la glucélisis por ON es independiente de GMPc y requiere de la
inhibicién de la respiracion mitocondrial (Almeida et al., 2004). Los efectos citotdxicos del
ON (a altas concentraciones locales) involucran la inhibiciéon de enzimas hierro-sulfuradas
de la cadena mitocondrial, incluyendo la NADH:ubiquinona oxidoreductasa, la
NADH:succinato oxidoreductasa y la aconitasa (Nathan, 1992). Por otra parte, la
activacion independiente de GMPc por ON de otras enzimas, tales como la ciclo-
oxigenasa, ha sido ampliamente reportada. Esta accion puede ser relaciona con la
reaccion que ocurre entre el ON y el centro hemo-hierro del sitio activo de las enzimas
(Salvemini & Masferrer, 1996). ElI ON inhibe la actividad del citocromo P-450 y puede
también regular genes de transcripcion: en células endoteliales activa c-fos (Felley-Bosco
et al., 1994), mientras que en neuronas potencia el efecto del calcio en la expresion de

genes primordialmente promotores de c-fos (Peunova & Enikolopov, 1993).

3.5.1 Sintasas de 6xido nitrico

La sintesis de ON es catalizada por las sintasas de 6xido nitrico (SON), una familia
de proteinas que constan de tres isoformas (Tabla 4). La SON neuronal (SONn) y la SON
endotelial (SONe) son consideradas constitutivas y su actividad esta regulada

principalmente a nivel post-transduccional. La isoforma SON inducible (SONi) se expresa



en varios tipos celulares, tales como macrofagos y células del musculo liso vascular, en

respuesta a ciertos estimulos por citocinas o productos bacterianos (Nathan & Xie, 1994).

NOSn NOSi NOSe
Tipo | Tipo Tipo i
Dependencia de calcio | Dependiente Independiente Dependiente
Principal tipo celular Neuronas y glia Macréfagos Células
endoteliales
Cromosoma (humano) |12g24.2 17cen-q12 7935-36
Transcripcion Constitutiva Inducible Constitutiva
Inducible en | Inducible en
algunos casos algunos casos

Tabla 4. Principales caracteristicas de las tres isoformas de la sintasa del 6xido nitrico.

Las isoformas de la SON catalizan la conversiéon de L-arginina a L-citrulina y ON
dependiente de NADPH y oxigeno molecular (Fig. 7). Estas enzimas son
flavohemoproteinas diméricas cuyo mondmero esta compuesto de un dominio oxigenasa
N-terminal que posee un mol equivalente de hemo y sitios de union para L-arginina y la
(6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH,;), ademas de un dominio reductasa terminal que
contiene un mol equivalente de flavina adenina dinucledtido y flavina mononucleétido
(FMN), y que une NADPH (Griffith & Stuehr, 1995; Stuehr, 1997). Los dominios oxigenasa
y reductasa estan enlazados por una secuencia de union a calmodulina (CaM); la unién
de CaM facilita la transferencia de electrones del dominio reductasa hacia el dominio
oxigenasa (Cho et al., 1992), y también aumenta la velocidad de transferencia de

electrones a través de las flavinas (Abu-Soud et al., 1994).
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Figura 7. Sintesis de 6xido nitrico por las sintasas de 6xido nitrico.

Las actividades de las SONe y la SONn son reguladas por la uniéon de CAM, la cual

a su vez es controlada por los niveles de calcio intracelular inducidos por agonistas, y es

mediada por una secuencia autoinhibitoria en la regiéon de la FMN en el dominio

reductasa. También son directamente reguladas por la sintesis de BH, y por otras

proteinas a través de la union directa con la SON (Matsuda et al., 2000).

3.7 PEROXINITRITO (ONOO)

3.7.1 Formacion

La generacién simultanea de ON y superdxido favorece la produccion del anién
ONOO" (Fig. 8) (Beckman et al., 1990). La reactividad oxidante del peroxinitrito es

mediada con la actividad bioldgica del radical hidroxilo.

‘NO + 0,7 —— ONOO

(oxido nitrico)  (anién superoxido) (peroxinitrito)

Figura 8. Formacion del ONOO"



La constante de reaccién del ON con el anién superéxido es de ~ 10" Ms”
(Radi), indicando la competencia del ON con la SOD por el O,". El peroxinitrito esta en
equilibrio rapido con su forma protonada, el acido peroxinitroso (ONOOH) (pKa = 6.8).
Ambas especies existen in vivo, predominando la forma aniénica a pH 7.4. Tanto la forma
anionica como la protonada del peroxinitrito son capaces de atravesar, por diferentes

mecanismos, las biomembranas (Denicola et al., 1996).

El peroxinitrito reacciona rapidamente con el diéxido de carbono presente en
sistemas bioldgicos, conduciendo asi a la formacion de radicales secundarios tales como
los radicales carbonato (CO3;7) y didxido de nitrégeno (-NO,). Finalmente, una pequefia
fraccion de peroxinitrito se homoliza, dando lugar a la formacion del radical hidroxilo (OH-)
(Fig. 9). Adicionalmente, la deficiencia de BH, puede desencadenar la formacion de Oy~
y/lo ONOO" a través del desacoplamiento de la actividad de la SON1 (Abu-Soud et al.,
1997; Vasquez-Vivar et al., 1999). Por otra parte, el ONOO" puede ser sintetizado
después de una persistente inhibicion de la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial por ON (Poderoso et al., 1996; Clementi et al., 1998).

CO: + NOy

ONOOCO; —= EIDS"...--'NCIz] \l

CO:" + "NOj
[2]
CO,
NO; + H
] (1 /‘
‘NO + 0;” —= ONOO' —= ONOOH —> Ennz ----- -GH]
RH [3]
~ .NO; + OH
NO; 2t

ROH

Figura 9. Rutas de formacion y descomposicion de peroxinitrito en sistemas bioldgicos. El
peroxinitrito es formado por la reaccion controlada por difusion de los radicales 6xido nitrico y
superoxido (Radi, 2000). El peroxinitrito puede formar, junto con el diéxido de carbono, el anién
nitrosoperoxicarboxilato (ONOOCO;’), un aducto transitorio (2) (Denicola et al., 1996), para luego
formar anion carbonato y didxido de nitroégeno o diéxido de carbono y nitratos (Bonini et al., 1999;
Goldstein & Czaoski, 1998; Lehnig, 1999). El acido peroxinitroso puede oxidar directamente

sustratos (3) o descomponerse en una ruptura homolitica a radicales hidroxilo (-OH) y (‘NO,). Los



procesos de nitracion (adicién de un grupo nitro NO, a una molécula) involucran las reacciones

de-NO, con las moléculas blanco.

3.7.2 Toxicidad

El peroxinitrito es particularmente efectivo oxidando moléculas aromaticas vy
compuestos organosulfurados, incluyendo aminoacidos libres y residuos peptidicos. La
cisteina y el glutation son compuestos significativos de reservorios de antioxidantes y
estos son convertidos a disulfuros (Szabo et al., 2002). En sistemas in vitro, el peroxinitrito
es muy reactivo: se ha reportado dentro de su actividad la rapida oxidacion de grupos
sulfhidrilos y tioésteres, asi como la nitracion e hidroxilacion de compuestos aromaticos
(incluyendo la tirosina, el triptofano y la guanina). La oxidacion de grupos sulfhidrilos es
responsable de la inhibicion mitocondrial, de la aconitasa citosdlica y de otras enzimas
criticas en la cadena respiratoria mitocondrial (Hausladen & Fridovich, 1994). Mientras la
reaccion con grupos sulfhidrilos es directa con el ONOO", Ila nitracion de tirosina
probablemente esté asociada con la formacion del cation nitrosonio (NO,") intermediario.

La mitocondria representa un blanco preferencial de las acciones téxicas 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, la aconitasa, causando asi una inhibiciéon de la
respiracion y una caida de la sintesis de ATP. Estos efectos, a su vez, tienen un impacto
directo sobre la homeostasis mitocondrial y celular del calcio. Ademas, la interaccion del
peroxinitrito con las mitocondrias puede determinar la sefializacion de procesos de muerte
celular programada (apoptosis). Es conocido que concentraciones bajas de ONOO"
pueden disparar la muerte celular apoptética, mientras que altas concentraciones pueden
llevar a necrosis (Virag et al., 2003). Los procesos citotoxicos evocados por el peroxinitrito

se resumen en la Tabla 5.

Varias reacciones del peroxinitrito ocurren cuando esté reacciona con enzimas,
macromoléculas y lipidos, mostrando asi influencia sobre funciones celulares. En primera
instancia, la nitracion de tirosina puede llevar a la disfuncion de las proteinas nitradas
como se ha sugerido en el caso de la superdxido dismutasa, la tirosina hidroxilasa
neuronal, el citocromo P450 y la prostaciclina sintasa (Greenacre & Ischiropoulos, 2001).
Es importante resaltar que el ONOO™ puede inhibir a la superdxido dismutasa
(Ischiropoulos et al., 1992; Yamakura et al., 1998), la glutarredoxina (Aykac-Toker et al.,

2001) y a otras moléculas y sistemas antioxidantes como el glutatién (Cuzzocrea et al.,



1998). EI ONOO" también puede ocasionar dafio a nivel genético por rupturas y
desaminacién del ADN (Rojas-Walker et al., 1995).

La reaccion del peroxinitrito con los lipidos lleva a la peroxidacion (formacion de
malondialdehido y dienos conjugados) y a la formacion del nitro-nitroperoxo- y/o oxidaciéon
de aductos de lipidos nitrados (Rubbo et al., 1994).

La nitracion de residuos de tirosina es considerada como un marcador bioquimico
de la produccion de OONO' in vitro e in vivo (Beckman et al., 1994). La deteccién de 3-
nitrotirosina se ha establecido como un marcador del incremento de la nitracion de tirosina
en una gran variedad de enfermedades (Greenacre & Ischiroropoulos, 2001). La tirosina
también puede ser nitrada por el ONOO" y formar 3-nitrotirosina (Ischiropoulos et al.,
1992), y este fendmeno puede desacoplar diversas funciones celulares. La deficiencia en
la SOD-Cu/Zn causa la incapacidad de las neuronas de eliminar el O,”, aumentando asi la
formacion de ONOO™ (Oury et al.,, 1992). Se ha observado que en pacientes con
esclerosis amiotrofica lateral se expresa una mutante no funcional de la SOD-Cu/Zn;
estos pacientes muestran un aumento en la 3-nitrotirosina (Rosen et al., 1993; Beal et al.,
1997), sugiriendo el involucramiento del ONOO™ en la patogénesis de este desorden
(Beckman et al., 1993; 2001). En el hipocampo de cerebros postmortem de pacientes con
Alzheirmer hay una gran correlacion entre el depdsito del B-amiloide y la nitracion de un
gran numero de proteinas (Sultana et al., 2006), sugiriendo que la modificacion de
proteinas por ONOO™ pude estar involucrada en la patogénesis de diversas enfermedades

neuldgicas (Beckman et al., 1990; Lipton et al., 1993; Bonfoco et al., 1995).

Accion Mecanismo

e A nivel molecular

Inhibiciéon de enzimas citosélicas. . L . .,
Oxidacion, nitracion

Inhibicion de bombas de membrana. Oxidacién, nitracién

Inhibicion nzim ntioxidantes. . . . .
bicion de e as antioxidantes Oxidacion, nitracion

Alteraciones en la transduccion de sefiales. Oxidacién, nitracién

Dafo al ADN . . . . . L .,
Oxidacion, nitracion, desaminacion, formacion de

aductos.

Activacion de metaloproteinasas. S-glutoxidacion de pro-metaloproteinasas.




Agotamiento de enzimas antioxidantes

Inhibicién de enzimas dependientes de BH,.

Inhibicién de enzimas dependientes de NAD".

e A nivel subcelular

Disfuncién de la mitocondria.

Agotamiento de NAD".

Sobre regulacion de receptores de adhesion.
Fragmentacion de ADN.

Deficiente regulacion de calcio.

e A nivel celular

Necrosis.

Apoptosis.

Oxidacion de glutation y de cisteina.
Oxidacion de BH,

Oxidacion de NADH.

Inhibicion de citocromos.

Activacion de PARP, oxidacién directa de NAD".
Activacion de NF-kB

Dafio al ADN, activaciéon de caspasas.

Deficiente funcionamiento de las bombas de

calcio.

Dafio mitocondrial, colapso energético, oxidacion,
nitracion, agotamiento antioxidante, deficiente

regulacion de calcio.

Dario mitocondrial, dafio al DNA, activacion de
caspasas, disturbios en las sefiales de

transduccion, deficiente regulacion de calcio.

Tabla 5. Procesos citotdxicos iniciados por peroxinitrito (Szabo et al., 2002).

Actualmente se estan desarrollando estrategias para disminuir el flujo o el tiempo

de vida del peroxinitrito. Dentro de dichas estrategias destacan tres primordialmente: 1) El

bloqueo de la formacién de peroxinitrito por limitacion del ON o del O,", ya sea inhibiendo

la SON o acelerando la dismutacion del superoxido; 2) la competencia estequiométrica de

atrapadores de peroxinitrito; y 3) la catalisis de la descomposicion de peroxinitrito,

llevando asi a otros productos (por ejemplo, nitratos y nitritos) (Cuzzocrea et al., 2001).

3.8 METALOPORFIRINAS

3.8.1 Generalidades




Como mencionabamos anteriormente, en la actualidad se estan estudiando las
vias de descomposicion del peroxinitrito con especial interés. Se ha reportado que la
reaccion del ONOO™ con dioxido de carbono provee una via adicional para su
descomposicion, aunque esta via es lenta con respecto a la difusion transmembranal y la
reaccion con centros metalicos. Desde que se demostré que el peroxinitrito reacciona muy
eficientemente con centros metédlicos biolégicos, las metaloporfirinas han sido
investigadas como catalizadores en la descomposicion de peroxinitrito, sugiriéndose asi a
éstas como una nueva clase de catalizadores que descomponen un rango amplio de

EROs, tales como el superoxido, el peroxilo, el peroxinitrito y los radicales peroxi-lipidicos.

Algunos factores en las metaloporfirinas, tales como el tipo de centro metalico, el
potencial redox y la carga electrostatica de estos compuestos, son reconocidos como
determinantes importantes en su actividad catalitica de descomposicion y potencia. Estos
conceptos han conducido al desarrollo de metaloporfirinas con actividad especifica mayor
que la de las SOD nativas. Las metaloporfirinas mas potentes que hasta el momento se
han evaluado poseen metales como manganeso o el hierro embebidos dentro del
‘corazon” de la porfirina; estas porfirinas son conocidas como antioxidantes ya que
pueden atrapar un gran numero de EROs (Day, 2004; Muscoli et al., 2003; Patel & Day,
1999; Riley, 1999).

Recientemente, se han descrito un conjunto de metaloporfirinas que catalizan la
descomposicion de ONOO'. Entre estas tenemos al FeTMS, al FeTPPS, al FeTMPyP, al
MnTBAP, al MnTMPyYP, etc. Las porfirinas de Mn(lll) y Fe(lll) muestran efectividad a bajas
concentraciones. Sin embargo, dependiendo del mecanismo de reaccion, los atrapadores
cataliticos pueden no apagar o detener efectivamente a los intermediarios reactivos, por lo
que requieren de compuestos celulares (tipicamente de antioxidantes como el ascorbato y
el GSH) para ser regenerados (Crow, 2000). Porfirinas hidrosolubles de hierro y
manganeso presentan una alta reactividad con el ONOO" (Shimanovich & Groves, 2001),
ademas de prevenir el dafio oxidativo dependiente de ON en modelos animales y cultivos
celulares. Recientemente, estos compuestos han demostrado eficacia en modelos
experimentales de isquemia (flujo sanguineo insuficiente) (Mackense et al., 2001) y de

esclerosis lateral multiple en ratones transgénicos (Wu et al., 2003).

En los ultimos afios, se ha descrito en detalle la gran afinidad del ONOO™ por los
metales de transicion. La primera indicacion de que el peroxinitrito actua con el Fe del

grupo hemo aparece en 1993, cuando Floris y colaboradores reportaron una constante de



6.2x10° M's™ para la reaccion del ONOO™ con la mieloperoxidasa a un pH de 7.2. En
1996, Stern y colaboradores reportaron que el FeTMPyP descompone el ONOQO™ a nitrato,
y en el mismo afio Szabo y colaboradores reportaron que el MNTBAP inhibe la oxidacion
mediada por el ONOO' in vitro y que ademas previene la inhibicion de la respiracion
mitocondrial en células expuestas a ONOO'. Mas aun, estudios en animales han
demostrado que porfirinas como el Fe(TMPS) reducen la nitracion de residuos de tirosina
evocada por peroxinitrito, no observandose proteccién cuando se utilizé el H,TMPS; es
decir, la misma porfirina pero sin el metal. Esto sugiere que la proteccion que proveen las

metaloporfirinas se debe a la presencia del centro metalico (Misko et al., 1998).

3.8.2 Mecanismos de accién

Las porfirinas de Mn(lll) son diferentes de las de Fe(lll) en los agentes reductores que
utilizan. El ascorbato es necesario para reducir el intermediario oxo-Mn(1V) a Mn(lll) y de
esta manera completar el ciclo (Fig. 10). Afortunadamente la reducciéon del oxo-Mn(1V)

ocurre mas rapido que la oxidacion por peroxinitrito (Crow, 2000).

Ascorbil
Mn(lIl}-TMPyP
Ascorbato, _
GSH ONOO
Mn{IV)-TMPyP
I ‘NO,
O

Figura 10. Mecanismo de descomposicion del peroxinitrito propuesto para las porfirinas
de Mn(lll) (Crow, 2000). La reaccion del ONOO™ con porfirinatos de Mn(lll) produce un
intermediario Mn(lV) y el radical didxido de nitrégeno, y estas dos especies pueden oxidar
moléculas que contengan residuos de tirosina; sin embargo, el ascorbato puede limitar este evento
mediante la reducciéon del Mn(IV) a Mn(lll) y del *NO, a nitrato, regenerandose asi la porfirina y

completando el ciclo catalitico.



Por otra parte, las porfirinas de Fe(lll) pueden descomponer al ONOO™ de manera
catalitica sin agentes reductores. La reaccion entre el ONOO™ y la porfirina de Fe(lll) forma
el oxo-Fe(lV); las porfirinas de Fe(lll) descomponen el ONOO™ a NO; en mayor

proporcion, tal y como se muestra en la Figura 11.

Q"+ NO
_N=D
6.7 x 10° M 'sec” _ e
Fe'. Porfirina CIJ
ONOO- Fe"- Porfirina
pH=74 | H
ONOOH *NOy
7 o
\I Faw. Porfirina
NOy
Especies NOs i -
Oxidantes NOy; /NOy = 0.07

NOs {NOy = 0.47
Figura 11. Mecanismo de la descomposicién de ONOO" por porfirinas de Fe(lll) (Salvemini et al,
1998).

Las siguientes reacciones (Fig. 12) muestran la forma en que la porfirina de Fe(lll),
al reaccionar con el peroxinitrito, forma un intermediario oxoFe(IV) (1) el cual se puede
reducir al reaccionar con el eNO, (2) o con el NO; (4), y formar nitrato. Cuando el
oxoFe(lV) reacciona con el eNO, libre, es muy rapido comparado con el NO;. El eNO,
esta en constante equilibrio con el N,O, (3), el cual es una fuente de NO; y NOj3
(Shimanovich & Groves, 2001).

@)
l
Fe!"-porfirina + ONOO" ——> Fe)-porfirina + eNO, (1)
@)
I
Fe™-porfirina + eNO, — > Fe™-porfirina + NOy" (2)
Hz0
eNO, > N;O; —>—» NOy +NOy + 2H" (3)
O
I
Fe-porfirina + NO; ——»  Fe"-porfirina + sNO, (4)

Figura 12. Reacciones del ONOO' con las porfirinas de Fe(lll)



Adicionalmete, las metaloporfirinas han mostrado ser protectoras en una amplia
variedad de modelos de induccién de estrés oxidativo in vitro, en donde se involucra la
generacion de 0,7, H,O,, y ONOO'. A nivel micromolar, donde las metaloporfirinas
parecen no ser toxicas, éstas protegen a las células contra la toxicidad de generadores de
O,” como el paraquat (Day et al., 1995) y la piocianina (Gardner et al., 1996), y de
generadores de H,O, como la glucosa oxidasa (Day et al., 1997) y el ONOO™ producido
por endotoxinas (Szabo et al., 1996a), o de ONOO" solo (Misko et al., 1998). En
consecuencia, las metaloporfirinas son potentes inhibidores de la peroxidacion de lipidos
(Day et al., 1999). Un claro ejemplo del potencial terapéutico experimental de las
porfirinas se aprecia con el MnTBAP, el cual suprime la respuesta inflamatoria ademas de
disminuir los niveles de 3-NT de manera concentracion dependiente en un modelo de

pleuresia de pulmon (Cuzzocrea et al.,, 1999b).

3.8.3 5,10,15,20-tetrakis (4’-fenilsulfonato) porfirinato de Fe(lll) (FeTPPS)

En particular, el FeTPPS (Fig. 13) 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 inflamaciones agudas (Salvemini et al., 1998) y
que tiene efecto protector frente al ONOO™ generado enddégenamente en células RAW
264.7 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 cisplatino, 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
reduccioén de la degradacion de IkB-a, el inhibidor del factor de trascripcidon nuclear NF-xB
- factor involucrado en eventos de muerte celular apoptética, entre otros -, asi como en la
activacion de macrofagos y en la reduccion de los niveles plasmaticos del FNT-a, el cual

inicia y magnifica el proceso inflamatorio (Lancel et al., 2004).
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Figura 13. Estuctura del FeTPPS

Adicionalmente, el FeTPPS ha sido utilizado en un modelo neurotéxico inducido
por metanfetamina, en el cual resulté ser totalmente protector contra la produccion de
peroxinitrito y contra la disminucion de dopamina inducida por esta toxina (Imam et al.,
2000). Recientemente, este catalizador fue utilizado en un modelo de isquemia cerebral
focal en ratas, donde produjo neuroproteccion al disminuir los niveles de ONOO", 3-
nitrotirosina, apoptosis y dafio al ADN (Thiyagarajan et al., 2004).

Un estudio mas reciente muestra que el FeTPPS previene el dafio al ADNm
inducido por el palmitato, asi como su citotoxicidad (Rachek et al., 2006). Cuzzocrea y
colaboradores (2006) mostraron que el FeTPPS previene la contractilidad adrtica y la
disfuncién endotelial inducidas por LPS, sugiriendo asi que la formacién de ONOO" juega

un papel importante en estos modelos experimental.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En consideracion a las evidencias que anteriormente mencionamos y que
establecen que la generacion de especies reactivas, tanto del nitrdgeno como del
oxigeno, desempefian un papel crucial en las alteraciones neuroquimicas, moleculares y
conductuales de diversas patologias del SNC, en especial en la EH, el propédsito de este
estudio es caracterizar la participacion de ONOO" producido por el QUIN y sus respectivos
mecanismos toxicos a través de la formacion de esta especie. El empleo del FeTPPS
para este proposito nos permitira descifrar el grado de participacion del ONOO™ en los
diferentes componentes toxicos a nivel experimental, a través del modelo excitotdxico
evocado por QUIN. Con la correspondiente caracterizaciéon de la participacién del
peroxinitrito en el patron de dafio neuronal inducido por el QUIN, pretendemos aportar
informacion relevante sobre los mecanismos de dafio celular evocados por esta toxina y
las implicaciones de la formacion temprana de esta especie no radical. La consecuente
prevencion de estos marcadores a través de la degradacion del peroxinitrito constituira, en
caso de aportar resultados positivos, una estrategia terapéutica experimental potencial
para el manejo de enfermedades con componentes neurodegenerativos, tales como la

misma EH.



5. HIPOTESIS

B Si ONOO- esta involucrado en el patron de dano excitotoxico evocado por el
QUIN, entonces el empleo de un catalizador de su descomposicién, como el
FeTPPS, atenuara o prevendra completamente el dafio inducido por esta

excitotoxina.



6. OBJETIVO GENERAL

W Evaluar la posible participacion del ONOO- sobre la neurotoxicidad inducida por el

QUIN en un modelo experimental de la enfermedad de Huntington en ratas.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES
B Determinar si la infusion estriatal de QUIN y su consecuente neurotoxicidad estan

relacionadas con la formacién de ONOO-
B Analizar los efectos del FeTPPS, un catalizador de la descomposicién del ONOO-,

sobre diferentes marcadores de neurotoxicidad inducidos por el QUIN



7. METODOS

7.1 Materiales y Animales

El QUIN, un estandar de quinina y la apomorfina (APM) fueron obtenidos de Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). ElI Fe(TPPS), la tirosina (TYR) y la 3-
nitrotirosina (3-NT) fueron obtenidos de Calbiochem (San Diego, CA, EUA). Los demas
reactivos fueron de grado reactivo y/o HPLC y fueron obtenidos de casas comerciales
conocidas. Las soluciones fueron preparadas usando agua desionizada obtenida de un

sistema purificador Milli-RQ (Millipore).

Ratas Wistar machos (270-300 g) fueron utilizadas a lo largo del trabajo. Para
todos los experimentos propuestos, los animales se agruparon en 5 por cada caja de
acrilico, alimentados con un producto comercial (Purina Chow) y agua ad libitum. Las
habitaciones del bioterio fueron mantenidas en condiciones constantes de temperatura
(25 £ 3°C), humedad (50 £ 10 %), y luz (12:12 ciclo luz:obscuridad).

7.2 Preparacion de sinaptosomas (experimentos in vitro)

Para los experimentos in vitro, las fracciones sinaptosomales fueron obtenidas de
cerebro completo por centrifugaciones diferenciales, con modificaciones discretas a
métodos previamente reportados (Dodd et al., 1981; Santamaria et al., 2001a; Santamaria
et al., 2003). A los cerebros completos de las ratas se les agregaron 37 mL de glucosa
0.32 M y se homogenizaron; posteriormente, se centrifugaron a 1,073 x g durante 10 min
a 4 °C. Se obtuvo el sobrenadante y nuevamente se centrifugd a 17,172 x g por 15 min a
4°C. El precipitado obtenido se resuspendido en 37 ml de HEPES (NaCl 0.1 M, NaH,POQO,
0.001 M, NaHCO; 0.005 M, CaCl, 0.001 M y HEPES 0.01 M) a pH 7.4. Finalmente, las

fracciones sinaptosomales se guardaron a -70 °C para su posterior uso.

7.3 Determinacién de peroxidacion de lipidos en sinaptosomas (experimentos in
vitro)

La PL fue estimada en vesiculas sinapticas de cerebros completos de rata por
deteccion de los productos lipidicos fluorescentes, de acuerdo a un método modificado
(Santamaria et al., 1997; 2001a) de un reporte original (Triggs & Willmore, 1984). A 500 ul
de la solucion conteniendo los sinaptosomas, se les agregaron diferentes concentraciones
de FeTPPS 6 MnTBAP (Tabla 6).



Concentracion | Vol. de la solucién Vol. de acido Vol. de Vol. de
de FeTPPS estandarizada de | Quinolinico 100 |FeTPPS 2 mM | HEPES pH
(uM) sinaptosomas (pl) pM () (ulh) 7.4 (ul)
500 500
Control
0 500 50 450
10 500 50 5 445
25 500 50 12.5 437
50 500 50 25 425
75 500 50 37.5 462
100 500 50 50 400
250 500 50 125 325
350 500 50 175 275
500 500 50 250 200
750 500 50 375 75

Esta parte se realizé por duplicado en hielo.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 37°C durante 60 minutos.
Terminado el tiempo de incubacion, a los tubos se les adicionaron 3 ml de una mezcla
cloroformo:metanol (2:1 v/v) y se agitaron por 60 segundos. Posteriormente, las muestras
se dejaron reposar en hielo protegidas de la luz durante 45 minutos para que se llevara a
cabo la extraccion, desechando la fase metandlica. Finalmente, la fluorescencia fue
determinada en la fase cloroférmica restante en un espectrometro de luminiscencia
Perkin-Elmer LS-50B (Perkin-Elmer Co, Norwalk, CT, EUA), usando las longitudes de
onda de excitacion y emision de 370 y 430 nm, respectivamente. La sensibilidad del
espectrometro fue ajustada a 300 unidades con un estandar de quinina (0.1 ug/ml). Los
resultados se expresaron en unidades de fluorescencia (intensidad fluorescente relativa)

por mg de proteina. Se recolectaron datos de seis experimentos por grupo.

7.4 Estimacion de viabilidad mitocondrial (experimentos in vitro)
La viabilidad mitocondrial fue evaluada en vesiculas sinapticas por el ensayo de

reduccién del MTT, realizando pequefas modificaciones a reportes originales (Mosmann,




1983; Berridge & Tan, 1993). Este método es comiunmente empleado como un indice del
estado funcional de la cadena respiratoria, ya que la formacion de sales de formazan
ocurre por la accion de las deshidrogenasas mitocondriales de células viables (Masseiu et
al., 2004). Se incubaréon 400 ul de los sinaptosomas en presencia de QUIN (100 uM) y
diferentes concentraciones de FeTPPS durante 90 minutos a 37°C; posteriormente se
adicionaron 8 uL de MTT (5 mg/ml) y se dejaron incubando durante 60 minutos a 37°C.
Finalmente, se centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante 3 minutos, se elimind el
sobrenadante y al botén se le agregaron 500 ul de isopropanol acido para leerse a 570
nm. La cuantificacion espectrofotométrica de formazan fue realizada en un
espectrofotébmetro Genesis 8 ThermoSpectronic a una longitud de onda de 570 nm. Los
resultados fueron expresados como el porcentaje de reduccién de MTT con respecto al

control. Se recolectaron datos de seis experimentos por grupo.

7.5 Diseino experimental para experimentos in vivo

Los animales fueron agrupados en cuatro grupos experimentales (seis ratas por
grupo como minimo), de acuerdo al tratamiento al que fueron expuestos: 1) Control o
sham, 2) Fe(TPPS), 3) QUIN y 4) Fe(TPPS) + QUIN. Las ratas de todos los grupos fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) y 30 minutos después recibieron
una inyeccion intraestriatal unilateral (estriado derecho) de un 1 pyl de QUIN (240 nmol)
(grupos 3 y 4) o solucion salina (grupos 1y 2), de acuerdo a reportes previos (Santamaria
& Rios, 1993), siguiendo las coordenadas estereotaxicas: +0.5 mm anterior a bregma, -
2.6 mm lateral a bregma y 4.5 mm ventral a la dura (Paxinos & Watson, 1998). Los
animales control (grupo 1) y las ratas tratadas con QUIN (grupo 3) recibieron previamente
una inyeccion intraperitoneal de agua estéril (pH 7.4). El Fe(TPPS) fue disuelto en agua
estéril y administrado 2 horas antes de la infusion intraestriatal de QUIN (grupo 4) o salina
(grupo 2) a una dosis previamente reportada con un efecto protector en otros modelos
neurotoxicos (10 mg/Kg, i.p.) (Imam et al., 2000). Todos los animales fueron sacrificados
por decapitacion 120 minutos (para ensayos de SON, SOD vy lipoperoxidacion) o 24 horas
(para los ensayos de actividad de caspasa-3 y fragmentacion de DNA) después de la
infusion estriatal de QUIN. Los estriados fueron disecados en hielo y preservados a —75°C
en un REVCO. Grupos adicionales de ratas fueron sacrificados a tiempos variables
después de la infusion de QUIN (60, 120, 240 y 360 min) para medir los niveles de
ONOO'.



7.6 Determinacion de los niveles de 3-nitrotirosina

Los niveles estriatales de 3-NT y TYR fueron determinados por HPLC con
deteccion electroquimica, por un método basado en el ensayo descrito por Imam y
colaboradores (1999), y adaptado de un reporte original (Crow, 1999). Se empled un
cromatografo de liquidos BAS modelo CC-5 acoplado a un detector electroquimico BAS
modelo LC-4C. El tejido estriatal fue homogenizado en buffer de fosfatos 0.1 M (10%, p/v),
y 0.1 ml del extracto correspondiente fue diluido en 0.5 ml de agua desionizada y
ultrafiltrada con ultrafiltros Millipore de 5 kDa. 0.5 ml del filtrado fueron llevados a una
bomba de vacio y la fase retenida fue usada para la estimacion de 3-NT. Las proteinas
retenidas en el extracto ultrafiltrado fueron precipitadas con 10 volumenes de etanol a 5°C
por 1 hora y después centrifugados a 10,000 x g por 5 min. Los precipitados fueron
resuspendidos en 100 pl de agua desionizada y la concentracion de proteinas fue
estimada por un ensayo basado en la unién del colorante azul de Cuomassie brillante G-
250 a proteinas (Bradford, 1976), usando albumina de suero bovino como estandar. Las
proteinas (100 pg) fueron hidrolizadas a 94°C por 24 horas bajo una atmdsfera inerte de
6 N de HCIl y 1 % de fenol. Las muestras hidrolizadas fueron resuspendidas en 100 ul de
buffer A (el cual contenia acetato de sodio 50 mM (pH 4.8)), y posteriormente
centrifugadas a 12,000 x g por 10 minutos. 25 ul del sobrenadante fueron inyectados a
una columna PHASE-II ODS (3 ym, 100 x 3.2mm) y eluidos a 1ml/min con 95 % del buffer
A mas 5 % de metanol. Los niveles de 3-NT (relativos a TYR total) y de TYR fueron

estimados y reportados en relacion con sus estandares respectivos.

7.7 Determinacion de la actividad de la sintasa de 6xido nitrico

La participacion del ON en el dafio oxidativo por QUIN fue analizada indirectamente
mediante la técnica desarrollada por Bredt y Snyder en 1990, y modificada por Pérez-
Severiano y colaboradores (1998), en la cual se mide la actividad de la sintasa del 6xido
nitrico (SON), tanto la dependiente como la independiente de Ca?**, evaluando la
conversion estequiométrica de [°H]-L-arginina a [°H]-L-citrulina mas ON. La técnica

consiste de los siguientes pasos:



= Preparacion de la mezcla de inhibidores de proteasas: leupeptina (1 mg/2 ml),
Inhibidor de tripsina (SBTI) (1 mg/ml), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (17.4
mg/ml), aprotinina (2 mg/ml) y Nonidet P-40 (NP40) al 0.1 %.

= A cada muestra de tejido se le agregaron 250 uL de la mezcla de inhibidores, y
posteriormente el tejido fue homogenizado. Se cuantificaron las proteinas por el
método de Lowry y se incubaron 500 ug de proteina durante 30 minutos a 37°C en
presencia de los siguientes cofactores (todos a concentraciones finales): L-arg (10
pmol/100 ul), NADPH (1 mmol/100 ul), calmodulina (100 nmol/100 ul) y BH,4 (30
pmol/100ul), H3-L-arg (0.2 uCi/100 ul). Los volumenes finales de reaccién fueron
ajustados a 100 yl con amortiguador de homogenizacion (50 nm Tris-HCI, 0.1 mM
de EDTA, 0.1 mM de EGTA y 0.1% de B-mercaptoetanol, pH 7.5). Pasado el
tiempo de incubacion, se detuvo la reaccion adicionando 1 ml de una solucién
amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM EDTA y 20 mM HEPES, pH 5.5). La
mezcla de reaccién fue transferida a una columna conteniendo 1 ml de resina
Dowex-50W previamente equilibrada con una solucién de NaOH 1 N. Se dejé fluir
el eluido inicial y se agregaron al liquido eluyente 5 mL del liquido de centelleo
para su cuantificacién en un contador de radiactividad. Los resultados se reportan

en ng de L-citrulina/mg de proteina/30 minutos.

7.8 Cuantificacion de la actividad de la superoxido dismutasa

La actividad de la SOD se midié por la capacidad de esta enzima de inhibir la
reduccién de azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superoxido generados por el
sistema de la xantina-xantina oxidasa (Oberley et al., 1984). La actividad de la SOD fue
determinada en muestras de tejido estriatal por un método espectrofotométrico
previamente descrito (Rodriguez-Martinez et al., 2000; Pedraza-Chaverri et al., 2001). En
cada muestra se utilizaron dos tubos problema y un tubo blanco; ademas se consideraron
4 tubos adicionales: 2 al principio de la serie y 2 al final de la misma. Estos fueron los
tubos del 100 % de reduccion. Se prepard la mezcla de reaccién (sustratos de SOD)

dependiendo del numero de muestras que se tenian.

Sustrato Concentracion final
Xantina 0.122 mM
EDTA 0.122 mM
NBT 30.6 uM
Albumina 0.0006 %
N32C03 49 mM




Es importante sefialar que los tubos quedaron distribuidos de la siguiente manera:
los tubos 100 % llevaron mezcla de reaccién, amortiguador y xantina oxidasa; los tubos
blanco de muestra llevaron mezcla de reaccién, muestra y amortiguador; y los tubos
problema llevaron mezcla de reaccién, muestra y xantina oxidasa. Posteriormente, se
adicionaron a cada tubo 830 pl de la mezcla de reaccién y se incubaron los tubos a 27°C.
Inmediatamente después se adicionaron 165 pl de amortiguador o de muestra, se
agitaron y se adicionaron 33 pl de amortiguador o de xantina oxidasa. Toda la mezcla se
incubdé nuevamente por 15 min. En el momento en el que fueron puestos en el bafo de
incubacion, se agregaron a los tubos 330 ul de CuCl, 0.8 mM vy se dejaron incubar de tal
manera que cada tubo de reaccion cumpliera 15 minutos de incubacion. Finalmente, se
midieron las muestras espectrofotométricamente a una longitud de onda de 560 nm. Los

resultados fueron expresados en unidades de actividad por mg de proteina.

7.9 Peroxidacion de lipidos in vivo

Este método se desarrollé dos horas después de la inyeccion estriatal de QUIN a
las ratas, utilizando el método fluorométrico de deteccion de productos de peroxidacién
modificado por Santamaria y Rios (1993). El tejido estriatal extraido de cada animal se
pes6 y homogenizé en 3 ml de solucion salina isotonica; de este homogenado se transfirid
un mililitro a un tubo de vidrio y se adicionaron 4 ml de una mezcla de cloroformo:metanol
(2:1, vlv). La mezcla se agitd y los tubos se dejaron reposar en hielo durante 45 minutos
protegidos de la luz. Se desechd la fase metandlica y se midio la fluorescencia de cada
muestra en un espectrometro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50B, a una longitud de
onda de excitacion de 370 nm y de emision de 430 nm. La sensibilidad del espectrémetro
se ajusto previamente a 300 unidades de fluorescencia con un estandar fluorescente de
quinina (0.1 pg/ml) en &cido sulfurico 0.05M. Los resultados fueron expresados en

unidades de fluorescencia/g de tejido fresco.

7.10 Estimacion de la actividad de caspasa-3

Para la determinacion de caspasa-3, el tejido estriatal de todos los grupos fue
homogenizado en buffer de lisis (1:1, v/v) con glicerol y preservado a -75°C hasta su
empleo. La activacién de caspasa-3 fue determinada por un método fluorométrico
(Thornberry, 1994) con un espectrémetro de luminiscencia Perkin-Elmer LS-50B, usando

como sustrato el tetrapéptido Ac-DEVD-AMC para detectar la actividad especifica de la



caspasa-3. La actividad fue seguida por 5 min después de la adicion del sustrato (5 ul) y
del homogenado estriatal (30 ug de proteina) a 3.5 ml de una solucion estandar que
contenia 100 mM de HEPES + 10 % (p/v) de sacarosa + 0.2 % (p/v) de CHAPS +10 mM
de DTT + 1 mM de EDTA + 1 mM de PMSF + 2 ug/ml de pestatina + 10 pug/ml de
leupeptina + 2 ug/ml de aprotinina. Los resultados fueron expresados en unidades
arbitrarias de intensidad de fluorescencia por mg de proteina después de la ruptura del

substrato.
7.11 Determinacidn de la fragmentaciéon del ADN

El ADN fue aislado con el método modificado de un reporte original (Simantov et
al., 1996). El tejido estrital (50 mg) fue homogenizado en 0.5 ml de un buffer de digestion
(pH 7.4) conteniendo 10 mM de Tris-HCI + 10 mM de NaCl + 25 mM de EDTA + 1% SDS
+ proteinasa K (1mg/ml). Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 50°C por 2
horas. Al final de la incubacion, 50 ul de NaCl fueron adicionados a las muestras y el ADN
fue extraido con una mezcla de fenol + cloroformo + alcohol isoamilico (25:24:1, viviv) y
centrifugado por 10 min a 3,000 x g. EI ADN fue precipitado con 1 ml de etanol (100 %) y
centrifugado por 4 minutos a 3,000 x g y resuspendido en un buffer (pH 7.4) que contenia
10 mM de Tris-HCI + 1 mM de EDTA. Adicionalmente, las muestras fueron incubadas con
RNAsa A (0.5 mg/ml) por 30 minutos. 10 microgramos de ADN de cada muestra fueron
cargados en gel de agarosa al 2 % (NuSieve 3:1) conteniendo 0.5 ug/ml de bromuro de
etidio, y posteriormente sometidos a electroforesis para el analisis de fragmentacién de

ADN detectado con un transiluminador UV.

7.12 Diagrama de flujo (experimentos in vivo)

Formacion de 4 grupos de ratas Wistar
macho (250 — 300 g)

y
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7.13 Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como valores promedio + S.E.M. A los
resultados se les aplicod un analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey
para comparaciones multiples de medias, utilizando el software Prism 3.02 (GraphPad,

San Diego, CA, EUA). Valores de P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.



8. RESULTADOS

8.1 Efecto del FeTPPS y del MnTBAP en la peroxidacién de lipidos inducida por el

QUIN en sinaptosomas

La Figura 14 muestra los efectos del FeTPPS y del MnTBAP, dos conocidos
porfirinatos catalizadores de la descomposicion de ONOO", sobre la peroxidacion de
lipidos inducida por el QUIN en terminales sinapticas. La lipoperoxidacion fue determinada
a través de la formacion de productos lipidicos fluorescentes. EI QUIN sdélo (100 pM)
produjo un incremento del 80 % en la lipoperoxidacién en comparacién con los valores del
grupo control. Ambos porfirinatos muestran una reduccidon significativa en la
lipoperoxidacion inducida por QUIN desde concentraciones bajas (10 uM). Sin embargo,
el Fe(TPPS) resulté mas efectivo que el MnTBAP para recuperar los niveles basales de la
peroxidacion en todas las concentraciones probadas. EI Fe(TPPS) mostré un efecto
concentracion-dependiente a concentraciones medias (75-250 uM), mientras que el efecto
del Mn(TBAP) resulté mas homogéneo en todas las concentraciones utilizadas. No se
observé efecto en los niveles basales de PL al adicionar unicamente los porfirinatos a los

sinaptosomas (dato no mostrado).
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Fig 14. Curvas de efectos concentracion-respuesta del Fe(TPPS) y Mn(TBAP) sobre la
lipoperoxidacion inducida por QUIN en sinaptosomas. *(P<0.05) y **(P<0.01), diferentes de
QUIN; ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

8.2 La disfuncion mitocondrial inducida por QUIN en sinaptosomas es atenuada por
FeTPPS

El efecto de concentraciones crecientes del FeTPPS sobre la disfuncién
mitocondrial de terminales sinapticas fue medido por la reduccion mitocondrial del MTT vy
se presenta en la Figura 15. Los sinaptosomas incubados con QUIN (100 yM) mostraron
una disminucion del 30 % de la reducciéon del MTT con respecto a los niveles basales. En
contraste, el FeTPPS produjo un efecto protector concentracion-dependiente en la
disminucion de la reduccion del MTT inducida por el QUIN: mientras las concentraciones
de 75y 100 yM produjeron una recuperacion significativa (0.5 % la menor y 6 % la mayor
vs. el control, respectivamente), las concentraciones bajas (10-50 uM) no ejercieron efecto
alguno. El Fe(TPPS) por si sélo no produjo cambios en la reduccion del MTT al

adicionarlo a las fracciones sinaptosomales (datos no mostrados).
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Fig 15. Efecto de diferentes concentraciones de Fe(TPPS) sobre la disfuncion
mitocondrial inducida por QUIN en sinaptosomas. Cada barra representa la media +
S.E.M. de seis exprerimentos. A(P<0.01) y 8(P<0.01) diferentes de control (100%) y
QUIN, respectivamente. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

8.3 La formacion de 3-NT estriatal inducida por QUIN es prevenida eficientemente

por la descomposicion del ONOO’

El efecto del Fe(TPPS) en la formacién del ONOO'™ inducida por el QUIN en el
curso temporal es presentado en la Figura 16. Los niveles basales (control) de 3-NT
permanecieron sin cambios en todos los tiempos probados, mientras que el QUIN produjo
un incremento de 3-NT relacionado con el tiempo que alcanzé niveles significativos desde
los primeros tiempos probados y a lo largo del curso temporal (150 %, 410 %, 440 % vy
473 % respecto al control a 60, 120, 240 y 360 minutos, respectivamente). Cuando las
ratas fueron pre-tratadas con Fe(TPPS), se previno significativamente la formacion de 3-
NT producida por el QUIN en todos los tiempos probados, resultando en niveles cercanos
a los de animales control (20 %, 32 %, 50 %, y 29 % respecto al control a 60, 120, 240, y



360 min, respectivamente). La administracion del Fe(TPPS) sélo no produjo efectos en los

niveles basales de 3-NT.
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Fig 16. Efecto del Fe(TPPS) en un curso temporal de formacién de ONOO" en tejido estriatal
de ratas lesionadas con QUIN. *(P<0.05) y **(P<0.01), diferentes de QUIN; ANOVA de una
via seguido de una prueba de Tukey.

8.4 Efecto del FeTPPS en la actividad de la superoxido dismutasa en ratas

lesionadas con QUIN

La Figura 17 presenta los datos del efecto del Fe(TPPS) como pre-tratamiento,
sobre la actividad total de la SOD en el estriado de ratas 2 horas después de la lesion
intraestriatal con QUIN (240 nmol/ul). La actividad de la SOD es presentada en unidades
de actividad obtenidas del ensayo con NBT. Los animales tratados con QUIN mostraron

una disminucién significativa en la actividad de la enzima (-29 % vs. el control), y este



efecto fue marcadamente prevenido con el pre-tratamiento con Fe(TPPS) en ratas

lesionadas con QUIN (7 % vs. control). La administracion del Fe(TPPS) por si sélo no

mostré efecto en la actividad basal de dicha enzima.
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Fig 17. Efecto del Fe(TPPS) sobre la actividad total de la SOD en tejido estriatal de ratas control y

de ratas lesionas con QUIN. #(P<0.05) y b(P<O.05) diferentes de control y QUIN, respectivamente.

ANOVA de una via seguido de prueba de Tukey.

8.5 La actividad estriatal de la sintasa del 6xido nitrico es afectada por QUIN y

restablecida por el empleo del FeTPPS como pretratamiento

La Figura 18 muestra el efecto del FeTPPS sobre la alteracion de la actividad de la

SON inducida por el QUIN. La L-citrulina formada en el tejido estriatal fue utilizada como



indice de la actividad de SON. ElI QUIN produjo una marcada actividad estriatal
comparada con los animales control (Sham) (35 %), mientras que el Fe(TPPS),
administrado 2 horas antes de la infusion del QUIN, redujo esta actividad enzimatica a
niveles basales (-8 % vs. el control). Estos datos, junto con los de la actividad de SOD
(Figura 17), fueron interpretados como una confirmaciéon de que las ratas tratadas con
QUIN tienen una marcada tendencia a la produccion de ONOO™ durante las etapas

tempranas de neurotoxicidad.
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Fig 18. Efecto del Fe(TPPS) sobre la actividad total de SON en tejido estriatal de
ratas control y lesionas con QUIN. ?(P<0.05) y °(P<0.05) diferentes de control y
QUIN, respectivamente. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

8.6 La peroxidacion lipidica estriatal inducida por QUIN es prevenida por la

descomposicion del ONOO"



La accién peroxidativa del QUIN y el subsecuente efecto del Fe(TPPS) sobre la
lipoperoxidacién inducida por la toxina son presentados en la Figura 19. La peroxidacion
fue determinada por la formacién de productos lipidicos fluorescentes 2 horas después de
la lesion estriatal. EI QUIN aumento significativamente la lipoperoxidacién estriatal en un
66 % comparada con los valores control. En contraste, el pretratamiento con Fe(TPPS)
previno la peroxidacion inducida por QUIN, recuperando los niveles basales (6 % con

respecto al control). La administracion del Fe(TPPS) sdélo no tuvo efecto sobre la

peroxidacion basal.
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Fig 19. Efecto del FeTPPS sobre la lipoperoxidaciéon in vivo inducida estriatalmente por
QUIN. A(P<0.01) y b(p<0.05) diferente de control y QUIN, respectivamente. ANOVA de una

via seguido de una prueba de Tukey.



8.7 La induccidn de la actividad de caspasa-3 in vivo por QUIN es reducida por el
FeTPPS

La Figura 20 presenta los datos de la actividad estriatal de caspasa-3 de ratas
tratadas con QUIN y Fe(TPPS) + QUIN. La caspasa-3 fue determinada 24 h después a la
lesion estriatal de los animales usando el tetrapéptido Ac-DEVD-AMC como sustrato
especifico. Las ratas infundidas con QUIN mostraron un incremento del 32 % en la
actividad de la caspasa-3 cuando lo comparamos con animales Sham, mientras que la
administracion del Fe(TPPS) a ratas lesionadas con QUIN disminuy6 significativamente
(pero no previene completamente) este efecto (10 % vs. valores control). Los animales
tratados con Fe(TPPS) sélo no mostraron efecto en los niveles basales de la actividad de

caspasa-3.
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Fig 20. Efecto del Fe(TPPS) sobre el incremento en la actividad de caspasa-3
inducida por QUIN. ?(P<0.05) y °(P<0.05) diferentes de control y QUIN,
respectivamente. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.



8.8 Efecto del FeTPPS en el patréon de fragmentacion de ADN inducido por QUIN

El efecto del Fe(TPPS) en el patron de fragmentacion de ADN producido por QUIN
en tejido estriatal de ratas es mostrado en la Figura 21. Las muestras de tejido estriatal
fueron colectadas 24 horas después de la lesion estriatal y fueron preparadas y sometidas
a electroforesis para el analisis de ADN gendmico. Los animales control (linea 2) no
mostraron una degradacion de ADN evidente y no presentaron el patron de escalera. En
contraste, el QUIN (linea 3) produjo un patrén de escalera que permite apenas compararlo
con los marcadores (lineas 1 y 5), y esté fue prevenido por el pre-tratamiento con
Fe(TPPS) (linea 4). Finalmente, el Fe(TPPS) sdélo no tuvo efecto sobre la fragmentacién
de ADN (dato no mostrado).

Fig 21. Efecto del Fe(TPPS) en la fragmentacién de ADN internucleosomal inducida por
QUIN y detectado por electroforesis en un gel de agarosa. Las lineas 1 y 5 son marcadores
de 100 pares de bases del ADN, la linea 2 es el control, la linea 3 es el QUIN y la linea 4
es QUIN + Fe(TPPS).



9. DISCUSION

Como sabemos, el ONOQO/, si bien no es un radical, produce un amplio rango de
efectos téxicos en sistemas bioldgicos después de ser formado cuando el O,” y el ON
estan en una relacién equimolar (Virag et al., 2003; Szabd, 2003), Entre estos efectos se
encuentran la lipoperoxidacion, la inactivacion de diferentes enzimas y canales iénicos
(llevando a la nitracion y oxidacion de proteinas), la inhibicion de la cadena mitocondrial, y
la muerte celular apoptdtica y necrética a bajas y altas concentraciones, respectivamente.
El ONOO™ también dafia al ADN y sobreactiva las PARP, con lo cual consume NAD" y
ATP y produce disfuncién celular (Virag et al., 2003). Antioxidantes endégenos como el
glutation y otros componentes que contienen cisterna, son también afectados por el
ONOO" (Szabd, 2003). La toxicidad del ONOO™ es inherente a varios procesos
fisiopatologicos involucrados en diferentes enfermedades neurodegenerativas (Misko et
al.,, 1998), y resulta relevante encontrar agentes capaces de descomponer al ONOO’,
dado que éstos constituyen alternativas terapéuticas experimentales contra estos eventos
téxicos. Los efectos citoprotectores de varios atrapadores de ONOO™ y catalizadores de la
descomposicion de esta especie han sido probados en diferentes modelos y bajo un gran
namero de condiciones toxicas (Crow, 2003; Thiyagarajan et al., 2004), mostrando
respuestas muy prometedoras. Uno de estos catalizadores es el Fe(TPPS), una porfirina
de hierro que esta mediando la descomposiciéon de ONOO™ a NOs, y que ejerce efectos
citoprotectores tanto en condiciones in vitro (Misko et al., 1999) como in vivo (Imam et al.,
2000), representando asi una herramienta experimental conveniente para evidenciar la
participacion de ONOO™ en modelos de toxicidad central y periférica.

En este estudio nosotros encontramos que la lesion excitotoxica inducida por el
QUIN en el estriado de rata genera de manera temprana la formaciéon de ONOO', ya que
observamos que los niveles de 3-NT fueron significativos desde los primeros 60 minutos y
hasta los 360 minutos posteriores a la lesion. Las propiedades del Fe(TPPS), un
catalizador eficiente de la descomposicion del peroxinitrito, fueron suficientes para inducir
la prevencién en la formacion de ONOO™ por QUIN en todos los tiempos probados.
Adicionalmente, la infusion intraestriatal unilateral de QUIN a ratas produjo una
disminucion significativa de la actividad de SOD y un contrastante incremento en la
actividad de la SON, y estos hallazgos concuerdan con reportes previos de otros modelos

excitotoxicos (Rodriguez-Martinez et al., 2000; Ryu et al., 2004). Es de gran importancia



el confirmar la formaciéon de ONOO™ a través de estos hallazgos, ya que la combinacion
del efecto en la disminucién de SOD y el incremento en SON resulta en la generaciéon de
02" y NO, respectivamente, llevando asi a la rapida formacién del potente oxidante
ONOO' y de otras especies reactivas del nitrégeno (Radi et al., 2001; Virag et al., 2003).
Esto ya ha sido demostrado en este modelo experimental y en reportes previos (Santiago-
Lopez et al., 2004; Ryu et al., 200). En dicho reporte se demostré6 que otro conocido
porfirinato de hierro, el Fe(TPFPP) ejerce efectos positivos sobre la neurotoxicidad
inducida por el QUIN Y mediada por ONOO" (Santiago-Lépez et al., 2004), sugiriendo asi
que la descomposicién efectiva del ONOO™ es, en efecto, responsable de la recuperacion
de muchos de los marcadores neuroquimicos y oxidativos de la toxicidad evocada por el
QUIN. En el presente trabajo se enfatizo el potencial neuroprotector de los porfirinatos de
hierro en modelos excitotdxicos. Sin embargo, los hallazgos intrigantes e interesantes
completamente novedosos derivados de este estudios radican en el efecto preventivo que
el Fe(TPPS) ejercidé tanto en la disminucion de la actividad de la SOD como en el
incremento de la actividad de SON inducidos originalmente por el QUIN. Nuestra
interpretacion de estos efectos protectores se detalla en los siguientes mecanismos
propuestos: 1) las concentraciones de ONOO™ producidas inmediatamente después de la
inyeccion de QUIN pueden estar afectando a estas enzimas tanto funcionalmente como
estructuralmente (principalmente a través de una accién oxidativa), por lo cual se
incrementa la formacion de ONOQO™ a través de un ciclo de retroalimentacion positiva,
permitiendo asi que el Fe(TPPS) prevenga estas alteraciones tempranas; 2) el Fe(TPPS)
puede no ser Unicamente un catalizador de la descomposicion de ONOO", sino también
pudiera actuar como atrapador de otras moléculas oxidantes que generalmente estén
modificando la actividad de estas dos enzimas; ¢ 3) la generacion simultdnea de ambas
posibilidades. Con el fin de ayudar a esclarecer este paradigma, nos basamos en las
siguientes consideraciones: a) se sabe que el NO compite eficientemente con la SOD por
el Oy (Virag et al., 2003), por lo que favorece la formaciéon de ONOO; b) el ONOO™ ha
mostrado inhibir la actividad de la SOD por nitracion y oxidacién de residuos de tirosina
(MacMillan-Crow et al., 1998); y c) el ONOO™ también inhibe otras enzimas antioxidantes
(Virag et al., 2003) y crea asi un escenario vicioso de formacion de ERO/ERN. En
particular, las ultimas dos evidencias sugieren condiciones primarias de la ineficiente
reduccion del O,", la posible disposicién del ON y la consecuente formacion de ONOO™ en
un ciclo nocivo. Sin embargo, el mecanismo preciso involucrado en el efecto preventivo

del Fe(TPPS) sobre la toxicidad del QUIN requiere de mas investigaciones.



La lipoperoxidacion causante de dafio oxidativo fue incrementada por el QUIN en
fracciones sinaptosomales de cerebro completo y en estriado de ratas infundidas con la
toxina, y este efecto fue significativamente prevenido por el Fe(TPPS), tanto en el
protocolo in vitro (donde el rango similar de concentraciones micromolares reportadas por
Misko y colaboradores (1998) resulté citoprotector, y en nuestro protocolo in vivo (una
dosis similar a la reportada por Imam y col. en 2000 resultd neuroprotectora). Los niveles
incrementados de peroxidacion en ambas preparaciones bioldgicas no solo confirma el
efecto nocivo de las ERO/ERN en el patron de dafio excitotdxico causado por el QUIN,
reproduciendo asi hallazgos previos en este modelo experimental de la enfermedad de
Huntington (Santamaria et al., 2001a; Santamaria et al., 2003), sino también sugieren que
la prevencion por el Fe(TPPS) obtenida en nuestros experimentos se debe a que el
ONOO" esta activamente involucrado en el dano oxidativo inducido por eventos
excitotoxicos generados por el QUIN. EI ONOO™ ha sido reconocido ampliamente como un
potente agente oxidante (Radi et al., 1991), y este efecto puede ser simultaneo a la
formacién del radical hidroxilo a partir del acido peroxinitroso (forma protonada del ONOO"
).

Aunque el origen del ONOO™ mediante la formacién de ERO/ERN compromete una
amplia variedad de reacciones en los diferentes compartimentos celulares, uno de los
mayores efectos de esta especie es la disfuncién mitocondrial; en este sentido, nosotros
encontramos que la disminucion de la capacidad reductora de la mitocondria producida
por el QUIN en sinaptosomas es también prevenida por el Fe(TPPS) de manera
concentracion-dependiente y ésto apoya un papel activo de esta fraccion celular en el
dafio excitotéxico mediado por ONOO', lo cual es relevante no sélo porque ayuda a
explicar el origen del dafno oxidativo, sino también porque involucra un riesgo potencial
para una falla energética y la iniciacion de una cascada de eventos nocivos, culminando
en la muerte apoptotica. De hecho, la mitocondria es reconocida como centro organizador
de apoptosis por disparar una secuencia de eventos, incluyendo cambios en la
permeabilidad mitocondrial, formacién secundaria de ERO/ERN, liberaciéon de mediadores
apoptoticos y activacion de caspasas, entre otros (Green & Kroemer, 1998). Asi, el
ONOO' es un inhibidor de la cadena respiratoria mitocondrial por inactivar los complejos I-
[Il'y producir otras alteraciones considerables (Virag et al., 2003), y la mitocondria parece
ser un blanco preferencial para esta especie durante la ocurrencia de episodios
excitotoxicos. A este respecto, Ultimamente han cobrado especial interés los

descubrimientos de Ryu y colaboradores (2004) quienes demostraron el efecto



neuroprotector del piruvato - metabolito final de la glucdlisis, antioxidante y conocido
sustrato para la funcionamiento energético celular - en la neurotoxicidad inducida por
QUIN. Estos autores vincularon el metabolismo energético en el modelo de la enfermedad
de Huntington con la formacion de ONOO™ (midiendo la expresion de 3-NT) y el
incremento de la actividad de la SONi, sugiriendo que la microglia y los astrocitos
contribuyen a la neurotoxicidad oxidativa inducida por el QUIN.

Por otra parte, la apoptosis es una via de muerte celular producida por la toxicidad
del ONOO’, cuando esta especie se encuentra en concentraciones bajas; estas
alteraciones son comunmente caracterizadas por la morfologia celular, el mantenimiento
de la integridad de la membrana plasmatica, la despolarizacion mitocondrial, la produccién
de oxidantes secundarios, la activacién de caspasas y la fragmentacion de ADN (Virag et
al., 2003). En este estudio, las lesiones excitotdxicas producidas por el QUIN resultan en
la activacion de caspasa-3 y la fragmentacién parcial de ADN a 24 horas después de la
infusion de la toxina, y este efecto es claramente mediado por la toxicidad del ONOO" al
atenuarse con la administracion del Fe(TPPS). Esto sugiere que la induccion de apoptosis
por episodios excitotéxicos en el estriado esta mediada parcialmente por el ONOO'.
Interesantemente, el Fe(TPPS) abatié completamente la fragmentacién de ADN, pero sélo
tuvo un efecto parcial en la activacion de la caspasa-3, sugiriendo asi que la muerte
apoptotica producida por el QUIN y mediada por el ONOO™ también podria ser provocada
por otras caspasas, como pueden ser la caspasa-2 y la caspasa-6 (Zhuang & Simon,
2000), aunque recientemente, en la recopilaciéon de Virag (2003), se apoyan nuestras
observaciones sobre este punto al demostrar que la apoptosis es mediada por ONOO" en
preparaciones bioldgicas, involucrando la caracterizacion y activacion especifica de la
caspasa-3. Por su parte, el primer reporte que menciona la fragmentacion de ADN por
ONOO fue realizado en timocitos (Salgo et al., 1995), y después fue seguido de la
activacion de caspasa-3 en células de la linea HL-60 (Virag y Szabo, 1998), asi como en
un modelo de isquemia-reperfusion (Dohi et al., 2003). Aunque los mecanismos
especificos de como el ONOO™ dispara la apoptosis no han sido elucidados aun, se
asume que este proceso involucra a la mitocondria como centro organizador de las vias
de muerte celular de manera temprana. Una consideracion final a este respecto es la
posibilidad de que la necrosis ocurra en nuestro modelo, ya que la necrosis es
caracteristica de niveles altos de ONOO™ alcanzados en un sistema bioldgico (Virag et al.,
2003), y aunque en este trabajo no fue considerada, su participacion requiere de mas

investigaciones, lo cual explicaria el porqué no se vié un patron de escalera definido, y



que sugiere que bien podrian estar ocurriendo los dos tipos de muerte al mismo tiempo.
Como es sabido, los patrones de muerte necrética pueden resaltar mas que los procesos
apoptoticos en los modelos excitotoxicos.

Es importante resaltar que en un estudio paralelo se evalué la conducta de
rotacion y los niveles estriatales de GABA bajo el mismo esquema experimental,
encontrandose que la administracion del Fe(TPPS) a ratas fue capaz de prevenir la
conducta rotacional inducida por el QUIN observada 6 dias después de la infusion de la
toxina, y que constituye un marcador confiable del grado de lesion. Estos hallazgos
sugieren que la cascada de eventos disparados por la formacion de ONOO' inducida por
el QUIN resulta en un patron complejo de dafio neuronal en el estriado que conducen a un
modelo de conducta rotacional alterada. Dicha conducta aberrante representa un indice
cualitativo del desbalance de la transmisiéon dopaminérgica entre el hemisferio lesionado y
el no lesionado, reportado previamente para este modelo (Santamaria et al., 2003). Este
efecto es una clara evidencia de la deficiente respuesta funcional integrativa en los
animales lesionados con QUIN. Ademas, la accién preventiva del Fe(TPPS) en la
conducta rotacional inducida por QUIN es indicativa de un grado significativo de
preservacion celular producido por dicha metaloporfirina, mediante la temprana
descomposicion del ONOO', enfatizando asi el papel potencial de los catalizadores de la
descomposicion de esta especie como herramientas terapéuticas. Es de notar que una
correlacion similar entre las funciones conductuales y neuroquimicas ha sido descrita en
el mismo modelo excitotéxico cuando se prueban otros agentes neuroprotectores
(Santamaria et al, 1996), incluyendo a otro catalizador selectivo de la descomposicién de
ONOQ:;, el Fe(TPFPP) (Santiago-Lopez et al., 2004).

Finalmente, la relevancia de estos hallazgos puede ser resumida en dos puntos
principales: 1) nuestro estudio demuestra la participacion activa del peroxinitrito en el
patron de dafio neuronal inducido por el QUIN en el cerebro de ratas tanto in vitro como in
vivo, aunque no profundiza en los mecanismos potenciales que conducen a la formacién
de la especie radical como consecuencia del dafio escitotoxico en el SNC; y 2) los
hallazgos de este trabajo proporcionan informacion relevante sobre el empleo de agentes
metabolizadores del peroxinitrito como herramientas terapéuticas experimentales para la
prevencion y posible tratamiento de eventos neurodegenerativos del cerebro, aunque una
caracterizacion mas detallada de los mecanismos de accién de estos agentes debera

realizarse en un futuro cercano.



10. CONLUSIONES

1.

Las evidencias experimentales derivadas de este estudio demuestran un papel
activo del ONOO" en el dano excitotéxico producido por el QUIN en el cerebro de
rata, lo cual es deducido por la formacién temprana de ONOO" en el estriado y las
alteraciones en las enzimas precursoras de ON y O;", conduciendo asi a la
formacion del ONOO'.

El papel que juega el ONOO™ en la neurotoxicidad inducida por QUIN fue
evidenciado por el efecto protector del FeTPPS — un catalizador selectivo de la
descomposicion de ONOO" - ejercido en condiciones in vivo e in vitro en este
modelo animal de la enfermedad de Huntington.

Es probable que el ONOO" dispare una serie de eventos neurotéxicos mediados
por el NMDAr, y ésto incluya un dafio peroxidativo temprano, disfuncion
mitocondrial, activacion de caspasa-3 y la subsecuente fragmentacion de ADN con
dafio apoptotico asociado.

Este estudio enfatiza la relevancia del estrés oxidativo y nitrosativo en el curso de
los eventos excitotoxicos en el SNC, sugiriendo que el uso de catalizadores de la
descomposicion de ONOO™ como herramientas experimentales que atenuen o
prevengan eventos neurotdxicos vinculados a procesos neurodegenerativos es
una estrategia terapéutica a considerar

Estos agentes deben seguir estudiandose en este y otros modelos experimentales

de neurodegeneracion.



11. ANEXO
11.1 Ganglios basales

Los ganglios basales son un conjunto de nudcleos subcorticales altamente
interconectados entre si, e involucrados en el control de la actividad motora.
Anatémicamente estan constituidos por el nucleo estriado (nucleo caudado y putamen), el
globo palido (segmento interno y externo) y el nucleo accumbens. Funcionalmente existen
dos nucleos asociados mas, el nucleo subtalamico y la sustancia nigra. El nucleo estriado
es el responsable de integrar la informacion procedente de diversas zonas cerebrales
controlando asi en gran medida los movimientos. Principalmente recibe aferencias de la
corteza cerebral (via corticoestriatal) y de la sustancia nigra pars compacta (via
nigroestriatal), aunque también recibe aferencias del talamo y del rafe. Una vez procesada
la informacion, envia eferencias hacia el globo palido interno y la sustancia negra pars
reticulata (via directa; via estriatonigral), o a través del globo palido externo y del nucleo
subtalamico (via indirecta; via estriatopalidal). Las proyecciones de los ganglios basales
se dirigen otra vez al tdlamo y después hacia la corteza cerebral (Gerfen, 1992; Smith et
al., 1998; Figura 22).

Corteza asociativa

Corteza premotora
NUCLEO ESTRIADO <

vIa DIRECTA

vis INDIRECTA

sl Froyeccion inhibidora
*’ Proyeccion excitadora

Figura 22. Esquema de las aferencias y eferencias del nucleo estriado. En condiciones normales,
tanto las proyecciones excitatorias como las inhibitorias se equilibran, pero en condiciones
patoldgicas cuando las neuronas que integran estas vias degeneran, la descompensaciéon del
sistema genera graves problemas en el control del movimiento (Graybiel, 2000).



11.2 Enfermedad de Huntigton
11.2.1 Antecedentes

En 1872, George Huntington describié a un grupo de pacientes que tanto su padre
como abuelo atendian en East Hampton, Long Island. En esta enfermedad se destacaban
principalmete cuatro caracteristicas: herencia, corea, demencia y muerte después de 15-
20 afos de haber presentado los sintomas, Este padecimiento tiene una prevalencia de 5-
10 afectados por cada 100 000 personas, sin distincion de sexo (Harper 1992).

El trastorno que este médico definid pasé a ser conocido como la enfermedad de
Huntington (EH), la cual fue caracterizada clinicamente por alteraciones del movimiento,
de la capacidad intelectual y de la conducta. Las alteraciones del movimiento en los
primeros estadios de la enfermedad corresponden a una hipercinescia caracterizada por
movimientos breves e involuntarios de los musculos de las extremidades, del tronco y de
la cara; al presentarse en las piernas ocasionan alteracion en la marcha. Cuando llegan a
un estadio en el que los individuos se asemejan a las actitudes de bailarines, son
llamados movimientos coreiformes, los cuales dan origen al nombre de corea de
Huntington. Ademas de las alteraciones motoras, los pacientes con EH sufren pérdida de
memoria, alteracién en las funciones intelectuales, disfunciones emocionales ycambiosde
personalidad.

La enfermedad de Huntington esta causada por la expansion del trinucledétido citosina-
adenina-guanina (CAG) en el gen que codifica para la huntingtina, localizado en el brazo
corto del cromosoma 4, traduciéndose en una repeticion de poliglutaminas (polyQ) en el
extremo N-terminal de la proteina (The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993). Esta enfermedad es caracterizada por la degeneracion de la corteza
cerebral y el estriado. Hay una correlacion inversa entre el numero de tripletes CAG y la
edad de aparicion de la enfermedad (Persichetti et al., 1995): a mayor numero de tripletes,
a menor edad aparecen los sintomas de la enfermedad y son mas severos. Los pacientes
con EH tienen mas de 35 repeticiones de CAG (Hannan, 2004), mientras que los tienen
entre 70 y hasta 250 repeticiones del trinucleétido CAG se presentan los sintomas en
pacientes jovenes.

El nucleo estriado es el area cerebral mas afectada en la enfermedad de Huntington,
la cual se caracteriza por la degeneracion selectiva de las neuronas estriatales, aunque
en etapas mas avanzadas también se halla afectada la corteza cerebral que se

caracteriza por la atrofia de las neuronas piramidales de la capa lll, V y VI de la corteza



motora y asociativa (Cudkowicz y Kowall, 1990; Difiglia et al., 1997; MacDonald y Halliday,
2002).. A nivel funcional, la pérdida de las neuronas del nucleo estriado produce
disfunciones motoras, mientras que la atrofia de las neuronas corticales seria la
responsable de la pérdida cognitiva observada en los enfermos de Huntington (Martin y
Gusella, 1986; Ross, 2002). Las neuronas de proyeccion del nucleo estriado estan
severamente afectadas (Reiner et al., 1988; Richfield et al., 1995), y en menor grado las
interneuronas (Dawbarn et al., 1985; Ferrante et al., 1985; Cicchetti et al., 2000). Las dos
subpoblaciones de neuronas de proyeccion no estan afectadas por igual, asi, las que
proyectan al globo palido externo son las que primero degeneran (Fig 23) (Reiner et al.,
1988), y posteriormente, las que proyectan al globo palido interno y a la sustancia negra

pars reticulata (Richfield et al., 1995).

Globus Globus
R Pallidus Pallidus
Eustancia Sustancia
Negra Negra
Circuito intacto Enfermedad de Huntington

Figura 23. Alteracion en la circuiteria neuronal en la EH. (a) El nucleo estriado juega un papel
central en los circuitos de los ganglios basales que controlan el movimiento. (b) En la EH tiene
lugar una degeneracion inicial de las neuronas GABAérgicas del nucleo estriado que proyectan al
globus pallidus, que se traduce en una desinhibicidon de las neuronas palidales

11.2.2. Alteraciones bioquimicas de la enfermedad de Huntington

Las alteraciones bioquimicas que se observan en el cuerpo estriado (caudado-
putamen) parecen ser aquellas derivadas de la muerte de las neuronas, asi que se
observa disminucion notable de los niveles de GABA y de la enzima que lo sintetiza, la

descarboxilasa del acido glutamico, de acetilcolina y de su correspondiente enzima de



sintesis, la colina-acetil transferesa (CAT), ademas de la reduccion de los niveles de los
péptidos localizados en las neuronas espinosas medianas y la disminucion del nimero de
los receptores para aminoacidos excitadores localizados en las espinas dendriticas de las
neuronas que degeneran (Pasantes et al.,, 2000). Adicionalmente, los niveles de
somatostatina y neuropéptido Y estan incrementados mas de 3 a 5 veces en nucleo
caudado/putamen y globo palido, sin cambios en otras areas del cerebro (Schwarcz et al.,
1983).

11.2.3 Alteraciones neuropatologicas

La EH se caracteriza neuropatolégicamente por la desaparicién de las neuronas del
nucleo estriado (nucleos Caudado y Putamen). Concretamente hay una muerte selectiva
de las neuronas GABAérgicas de proyeccion de tamano medio, que constituyen el 95%
del total de neuronas de este nucleo (Vonsattel y DiFiglia 1998). Estas neuronas se
dividen en dos subpoblaciones. En primer lugar, las que proyectan a la substantia nigra
pars reticulata y al segmento interno del globus pallidus, identificables por la expresion de
sustancia P y dinorfina, y que constituyen la llamada via directa de los ganglios basales.
En segundo lugar, las que proyectan al segmento externo del globus pallidus,
identificables por la expresién de encefalina, y que conforman la via indirecta de los
ganglios basales. Tanto la via directa como la indirecta son fundamentales en los circuitos
que conectan la corteza con los ganglios basales y que, a través del talamo, vuelven a la
corteza cerebral (Gerfen 1992; Graybiel 2000). En la EH se observa una degeneracion
inicial de las neuronas encefalinérgicas, lo que explicaria los primeros sintomas
hipercinéticos, seguido de una degeneracion mas general en las dos poblaciones
estriatales, que correlaciona con la aparicion de las acinesias (Reiner et al., 1988;
Richfield et al., 1995). Las interneuronas estriatales, por el contrario, no resultan estar
afectadas. Paralelamente al deterioro estriatal tiene lugar una disfuncion de las neuronas
corticales, disfuncién que no sabemos hoy en dia si es causa o consecuencia de la
muerte neuronal en el nucleo estriado (Laforet et al., 2001; MacDonald y Halliday 2002). A
medida que avanza la enfermedad tiene lugar la muerte de esas neuronas corticales,
sobretodo en las capas lll, V y VI de la corteza motora y asociativa (MacDonald y Halliday
2002). En estadios avanzados, la neurodegeneracion se extiende al globus pallidus,

nucleo subtalamico y otras estructuras (Rubinsztein 2002).

11.2.4. Modelos experimentales de HD



Las hipotesis que tienden a explicar la muerte neuronal en la EH implican la
alteracion en el metabolismo energético, en la funcién mitocondrial, el estrés oxidativo y la
neurotoxicidad; y es muy posible que estas hipétesis sean complementarias. Para intentar
esclarecer cualquiera de estas hipotesis se han disefiado diversos modelos de la EH,
modelos que siguen diferentes alternativas pero que ninguno de ellos es excluyente del
otro. Podemos clasificar a estos modelos en tres grandes categorias que son: los modelos
excitotéxicos, los modelos de alteracion en el metabolismo energético y los modelos

transgeénicos.

11.2.4.1 Modelos excitotoxicos

Regularmente la excitotoxicidad neuronal involucra una elevacion fisiolégica de las
concentraciones de calcio intracelular, en respuesta a una sobre exposicion de
aminoacidos excitadores como el glutamato. EIl NMDAr presenta un papel relevante en la
neurotoxicidad inducida por los aminoacidos excitadores. Un disturbio en el influjo de
calcio puede potenciar vias bioquimicas letales que involucran enzimas degradativas
(proteasas y endonucleasas) y/o incrementar la formacion de radicales libres (Rami et al.,
1997); ademas, la entrada masiva de calcio a las terminales nerviosas podria aumentar la
liberacién de aminoacidos excitadores endégenos y propagar asi el dafio celular por una
retroalimentacién positiva, llevando a la célula a una muerte apoptética o necrética. Estos
mecanismos estan implicados tanto en desérdenes neurodegenerativos agudos (trauma)

como croénicos (Alzheimer y Huntington) (Siesjo, 1981; Choi, 1988; Saito et al., 1993).

Diversas toxinas han sido empleadas para producir un modelo excitotéxico de la
EH, entre las cuales se encuentran el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido kainico (AK),
el acido iboténico y el QUIN. Schwarcz y colaboradores (1983), y Beal y colaboradores
(1986) inyectaron intraestriatalmente estas toxinas (Tabla 6) en una concentracion
conocida para la produccion de dafio neuronal, y al evaluar las alteraciones morfologicas
y perfiles bioquimicos del cuerpo estriado, se encontré que todas estas toxinas disminuian
la inmunoreactividad a la sustacia P, a la ACh y al GABA, tal como ocurre en la EH. Sin
embargo, el QUIN fue la unica toxina que no modificd los niveles de somatostatina y
neuropéptido Y, estableciéndose asi una selectividad fundamental con respecto a los
otros agentes excitotéxicos que si los afectan, proporcionando asi un patron de toxicidad

mas especifico.



De este ultimo estudio (Beal et al., 1986), se han obtenido las bases para
profundizar sobre los efectos del QUIN, postulandolo como la excitotoxina capaz de
reproducir mas fielmente las caracteristicas bioquimicas, histopatoldgicas y conductuales
de la EH (Block et al., 1993; Schwarcz et al., 1984; Sanberg et al., 1989; Bruyn & Stoof,
1990; Hantraye et al., 1990).

Tabla 6. Caracteristicas de los modelos de la EH

Molécula neuroactiva Pacientes (HD) ratas (KA/IBO) ratas QUIN ratas 3-NPA

GABA/GAD

Acetilcolina/CAT

«— «—

Sustancia P

Dopamina

|
|
A2

«—

Somastostatina

_ | —
S T S

<—<—|<—<—<—

Neuropéptido Y

Encefalina

—>«— —> —>|<—<—<—

Sobreactivacion de
Receptores NMDA

T Aumenta l Disminuye — Sin cambios

El QUIN es un metabolito endégeno producido en la via de la kinurenina, que
actua como agonista del NMDAr (Stone, 1993), y es capaz de producir una
despolarizacion excesiva de la membrana y un influjo de calcio continuo en las neuronas,
resultando en severas consecuencias toxicas. Se sabe que el QUIN produce desordenes
metabdlicos diversos, tales como la reduccion del consumo de O, mitocondrial, la
disminucion de los niveles de ATP y NAD, asi como de las concentraciones de aspartato y
glutamato (Bordelon et al., 1997). Entre otros de sus efectos téxicos en el cerebro
destacan: la disminucion de GABA, un incremento excesivo de las concentraciones de

Ca?* citosdlico, el estrés oxidativo neuronal, la peroxidacién de lipidos y la muerte celular




(Foster et al., 1983; During et al., 1989; Santamaria y Rios, 1993). Ademas, reproduce el
patron de pérdida selectiva de células neuronales caracteristica de la EH (El-Defrawy et
al., 1986; Bordelon et al., 1997).

Adicionalmente, al QUIN se le ha asociado con cancer (Harman, 1993) a través de
la formacioén de radicales hidroxilo (*OH). Dado que se ha demostrado que el QUIN per se
induce la formacion de radicales *OH in vivo en cuerpo estriado de rata (Santamaria et al.,
2001a). Recientes reportes en la literatura involucran al ON y al anion superdxido en el
dafio inducido por QUIN, sugiriéndose la habilidad del QUIN para producir peroxinitrito
(ONOO) en el cuerpo estriado de ratas (Ryu et al., 2004; Noack et al., 1998).

Recientemente, se ha enfocado la atencion de muchos grupos a la habilidad del
QUIN para ejercer acciones neurotdxicas independientes del receptor NMDA,
involucrando estrés oxidativo y dafo peroxidativo. Estos mecanismos incluyen la
formacién de complejos QUIN-Fe®* mediados por la generacion de EROs (Goda et al.,
1996; Stipek et al., 1997; Murakami et al., 1998; lwahashi et al., 1999), la alteracion en
algunos antioxidantes enddgenos y la generacion directa de radicales hidroxilo en el
cuerpo estriado (Santamaria et al., 2001a).

El empleo de creatinina, S-alilcisteina y diversos catalizadores de ONOO™ han
prevenido el dafio oxidativo evocado por el QUIN tanto en condiciones in vitro como in
vivo (Pérez-de la Cruz et al., 2005). EI QUIN también ha sido asociado con desdrdenes
neurolégicos inflamatorios severos, incluyendo el complejo SIDA-demencia (ADC) y la
encelopatia hepatica, ya que la produccion de este por células monociticas aumenta en el
proceso de inflamacion. Existe evidencia de que el QUIN induce la expresién de citocinas
en astrocitos, tales como interleucinas y factores tumorales, sugiriéndose asi un papel
activo de esta toxina en la muerte neuronal mediada por citocinas en desoérdenes
inflamatorios del cerebro, especialmente los antes mencionados (Pemberton et al., 1997;
Croitoru-Lamoury et al., 2003). Adicionalmente, el QUIN esta involucrado en infecciones
bacterianas, virales, fungicas y parasitarias, meningitis, enfermedades autoinmunes y

septicemia (Heyes et al., 1992).

11.2.4.2 Modelo de déficit energético

Se sabe que el SNC es especialmente vulnerable a las variaciones energéticas,
debido tanto al elevado metabolismo que desarrollan las neuronas como a la baja

capacidad de almacenar sustratos ricos en energia; por lo tanto, alteraciones en la



capacidad de las neuronas para mantener los niveles normales de energia o
simplemente, la necesidad de responder rapidamente a un requerimiento mayor de la
misma, pueden disminuir la viabilidad neuronal (Less, 1993). Las alteraciones en el
suministro de sustratos ricos en energia provocan paralelamente cambios en la
concentracion intracelular y extracelular de iones, y con ellos en el potencial de
membrana. Estos cambios provocan primordialmente la despolarizaciéon de la membrana
(Martin et al, 1994). Es de especial interés el i6n Ca®* en estos procesos, ya que un
incremento en este i6n nivel citosodlico se debe a la liberacion del mismo desde sus
almacenes intracelulares. En los ultimos afos se han descrito numerosas enfermedades
asociadas al metabolismo energético de la mitocondria, tal es el caso de la EH, en la cual
se ha observado disminucién del metabolismo para glucosa y oxigeno en los ganglios
basales y la corteza cerebral (Beal, 1992). Esta disminucion en el metabolismo energético
mitocondrial parece deberse a la disminucion en la actividad de los complejos | y IV de la
cadena de transporte de electrones (Borlongan et al., 1997; Brenuan et al., 1985). Estos
hallazgos se ven apoyados por los estudios ultraestructurales en los que se observan
mitocondrias anormales en pacientes tanto jévenes como adultos mayores de esta
enfermedad (Strys-Ponsar et al., 1994).

El acido 3-nitropropionico (3-NP) es una micotoxina que causa neurotoxicidad en
animales y en humanos (Ludolph et al., 1991). Las lesiones cerebrales causadas por la
administracion sistémica del acido 3-NP son altamente especificas del estriado, aunque
también se han encontrado en hipocampo, tdlamo y corteza cerebral (Borlongan et al.,
1997), por lo que ha sido ampliamente utilizado como un modelo de la enfermedad de
Huntington (Beal et al., 1993; Borlongan et al., 1997; Brouillet et al., 1999). EI mecanismo
primario de esta toxina involucra la inhibicion de la succinato deshidrogenasa, una enzima
localizada en el interior de la membrana mitocondrial y la cual es responsable de la
oxidacion del succinato a fumarato, llevando a la reduccion de la sintesis de ATP y a la
muerte neuronal, (Tunez et al., 2004; Coles et al 1979).

La posibilidad de que un defecto en el metabolismo energético pueda resultar en
excitotoxicidad fue demostrado por el trabajo de Novelli (1988), quien demostré que los
inhibidores de la fosforilacion oxidativa o de la Na-K ATPasa, permitian al glutamato ser
neurotéxico en concentraciones que ordinariamente no ejercian neurotoxicidad. El
mecanismo para este efecto fue una consecuencia en la reduccién en el ATP, el cual es
crucial para mantener el potencial de reposo normal de la membrana celular (Beal et al.,

1994). Estudios de microdialisis mostraron un incremento no significativo en las



concentraciones extracelulares de glutamato después de la administracién de dosis
neurotoéxicas de 3-NP, en contraste con un marcado incremento en la concentracion de
lactato (Wullner et al 1994; Beal, 1994). Estos resultados son consistentes con la idea de
que el 3-NP causa excitotoxicidad haciendo a las neuronas mas vulnerables a los niveles
endogenos de glutamato.

Se sabe que el 3-NP in vitro altera la homeostasis del calcio involucrando la
excitotoxicidad, y a su vez, la muerte por excitotoxicidad ha sido vinculada con la
generacién de radicales libres (Lafon-Cazal et al., 1993; Alexi et al.,, 1998).
Adicionalmente se ha reportado el papel del estrés oxidativo en el dafio neuronal inducido
por el 3-NP (La Fontaine, 2000; Teunissen, 2002). La administracion sistémica del 3-NP
diminuye los niveles de glutation e incrementa la produccién de radicales libres y de
nitrotirosina, asi como los niveles de proteinas oxidadas en el estriado. Antioxidantes
enddgenos y exogenos como la coenzima Q10, la N-acetilcisteina, la melatonina, la
deshidroepiandrosterona, entre otros, protegen del dafio neuronal inducido por el acido 3-
NP (La-fontaine et al., 2000; Nam et al., 2005; Tunez et al., 2004a; Tunez et al., 2005).
Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo puede ser un importante mediador en la
produccién del dafio neuronal inducido por el 3-NP. Interesantemente, la S-alilcisteina
(SAC), el compuesto organosulfurado mas abundante del ajo (Lawson 1996), tiene

propiedades antioxidantes tanto in vivo como in vitro, en dicho modelo.

11.2.4.3 Modelos transgénicos

El desarrollo de modelos de animales transgénicos ha provisto de nuevas pautas
en los posibles mecanismos de la patogénesis de la EH. Entre los diferentes modelos, los
ratones transgénicos R6/1 y R6/2 son los mejor caracterizados; ambos expresan el exén 1
del gen de la huntingtina en humanos con alrededor de 115 a 150 repeticiones de CAG
respectivamente (Mangiarini et al., 1996). Los ratones R6 solo expresan el exén 1 (de un
total de 67 exones de todo el gen) codificando para sélo el 3 % de la regién N-terminal de
la proteina, lo cual incluye el tracto de poliglutamina (Mangiarini et al., 1996; Smith et al.,
2005). Estos ratones presentan algunos sintomas de la EH, incluyendo la disfuncién
motora, la pérdida de masa muscular y algunos cambios neuropatolégicos, tales como la
formacion de agregados en la corteza y en el neoestriado (Petersen et al., 2005; Smith et
al., 2005).



Por otra parte, por medio de un estudio de microdialisis se determind que los R6/1
muestran cambios en la liberacion de neurotransmisores (Nicniocaill et al., 2001). En
contraste a la EH, en los R6, los niveles de dopamina y de serotonina se ven reducidos
(Reynolds et al.,, 1999; Ariano et al., 2002; Yohrling et al., 2002), vy los niveles de
proteinas sinapticas son alterados (Lievens et al., 2002; Morton et al; 2001a, 2001b;
Modregger et al., 2002). El sistema de transporte glial que normalmente remueve al
glutamato liberado se ve también reducido (Lievens et al., 2001).

Se ha reportado que las células estriatales de los ratones R6 sufren estrés celular
debido a que hay un incremento en los marcadores de dafio oxidativo al ADN por el
incremento en la actividad de la superoxido dismutasa en los R6/1 y la reduccion de la
funcion mitocondrial en los R6/2 (Bogdanov, 2001; Tabrizi et al., 2000; Santamaria et al.,
2001b); adicionalmente, hay evidencia del incremento en la actividad de la sintasa de
oxido nitrico (Pérez-Severiano et al., 2002).

Recientemente, Guidetti y colaboradores han implicado la via de la kinurenina,
tanto en los ratones R6/2 como en ratones YAC128, Hdh®*? y Hdh®'"! (éstos ultimos
expresan la mutante de htt con 92 y 111 glutaminas, respectivamente). En dicho trabajo
se determinaron los niveles de dos metabolitos toéxicos de la via de la kinurenina, la 3-
hidroxikinurenina (3-HK) y el acido quinolinico (QUIN), los cuales incrementaron
principalmente en corteza y estriado en los modelos antes mencionados, y lo Unico que se
diferenciaba entre éstos era el tiempo en el que se detectaban los niveles de toxinas: los
R6/2 fueron aquellos que mostraron diferencias desde las primeras semanas. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que el QUIN puede jugar un papel activo en la

neurodegeneracion estriatal y cortical de la EH.
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