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RESUMEN 
La utilización de animales transgénicos es una herramienta valiosa para el estudio 
de la función de una molécula en un evento fisiopatológico. El oxido nítrico (NO) 
es mediador de daño celular por estrés oxidativo generando desbalance entre 
sistemas prooxidantes y antioxidantes. En la enfermedad de Huntington (EH) 
causada por la expansión del tracto de poliglutamina de la proteína huntingtina 
(htt), esta demostrada la participación de la sintasa del óxido nítrico neuronal 
(nNOS) en el mecanismo de neurodegeneración. La relación entre la expresión de 
la huntingtina mutada (mhtt) y la muerte de las neuronas estriatales observada en 
la EH es un proceso no comprendido del todo. El incremento en la expresión de la 
htt posterior a la sobreactivación de los receptores de glutamato de tipo N-metil-D-
aspartato (NMDAr) por su agonista ácido quinolínico (QUIN) está ampliamente 
reportado, así como el incremento de la actividad de la nNOS. El objetivo del 
presente proyecto fue evaluar la participación de la nNOS en el estrés oxidativo 
inducido por QUIN y su relación con la expresión de la htt en ratones con mutación 
nula para la nNOS (-/-). Para lo cual se identificó el genotipo de la colonia de 
ratones con mutación nula para la nNOS (-/-). Se realizó la lesión intraestriatal con 
QUIN (30 nM) o solución salina isotónica y 2 horas después se evaluó: 1) el estrés 
oxidativo peroxidación de lípidos y formación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), 2) la actividad y expresión de la NOS y 3) la expresión de ARN mensajero 
de la htt. Adicionalmente a grupos independientes de ratones, se les evaluó la 
conducta de giro y los niveles de ácido γ-aminobutírico (GABA), tres días posterior 
a la lesión con QUIN. De la colonia de ratones se obtuvieron 3 genotipos: 
homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutación nula (-/-). Los 
ratones con mutación nula para la nNOS (-/-) mostraron una disminución de la 
conducta de giro y conservación de GABA; este mismo grupo mostró una 
protección significativa en el estriado contra el estrés oxidativo inducido por QUIN 
con respecto a los genotipos homocigotos y heterocigotos. Se observó un 
incremento de la expresión del ARN mensajero de la htt de los 3 genotipos 
lesionados con QUIN respecto a sus controles. Estos resultados demuestran la 
participación del NO en el daño oxidativo y el proceso de neurodegeneración 
inducido por QUIN. El incremento de la expresión de la htt en respuesta al daño 
agudo inducido por QUIN podría explicar parcialmente la neurodegeneración 
observada en la EH. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Desde hace tres décadas, las técnicas asociadas con la manipulación del genoma 

del ratón resultaron ser un recurso importante para tener una mayor comprensión 

de la función de genes en los procesos fisiológicos y patológicos en muchos 

campos de la investigación biomédica (Gao et al., 1999). Actualmente, el 

direccionamiento genético y la manipulación de genes son herramientas utilizadas 

para la formación de organismos transgénicos, que se usan ampliamente como 

una herramienta en la evaluación de la función de genes in vivo, además de 

proveer de un recurso molecular útil para el establecimiento de modelos animales 

que simulan las enfermedades humanas y de esta forma probar nuevas 

propuestas terapéuticas (Gao et al., 1999). En especial los ratones con mutación 

nula para la sintasa del óxido nítrico nNOS (-/-) son utilizados en númerosos 

estudios para el mejor entendimiento de la función fisiológica de la nNOS y del 

óxido nítrico (NO) en el sistema nervioso central (SNC). 

Óxido nítrico 
	
  

El NO, es un gas soluble considerado como neurotransmisor retrógado en el 

cerebro, ya que induce la liberación presináptica de glutamato a través de 

mecanismos asociados a la activación de la guanilato ciclasa (GC). El NO 

desempeña diversas funciones fisiológicas como la modulación de la transmisión 

sináptica, regulación de la presión sanguínea, inhibe la agregación plaquetaria, 

potenciación hipocampal a largo plazo, relajación de músculo liso, morfogénesis, 

regulación de la expresión de genes y procesos inhibitorios asociados con 

conducta agresiva y sexual (Luo et al., 2000; Mayer et al., 2001). A nivel del SNC, 

el NO regula la liberación de diversos neurotransmisores como ácido γ-

aminobutírico (GABA), serotonina, glutamato, acetilcolina y noradrenalina, y está 

involucrado en procesos de neurodegeneración mediante la participación de 

receptores de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Pérez-Severiano et 

al., 1998). El NO puede desempeñar un papel dual entre neuroprotector y 
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neurotóxico dependiendo del estado oxidativo de la molécula, de las 

concentraciones del mismo, de la isoforma de la sintasa del óxido nítrico 

involucrada y del evento patológico inicial (Deckel, 2001). 

El NO es sintetizado por la interconversión estequiométrica de L-arginina a L-

citrulina por las sintasas del óxido nítrico (NOS), de la cual existen tres isoformas 

que se encuentran en el SNC: sintasa del NO neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) 

e inducible (iNOS) (Calabrese et al., 2007). Siendo la nNOS la principal fuente de 

NO en el cerebro, ya que se encuentra en una concentración alta en la región 

post-sináptica estrechamente relacionada al receptor de glutamato de tipo NMDA 

(Jekansone et al., 2007). Las nNOS y eNOS se expresan constitutivamente y 

requieren de la formación del complejo Ca2+-calmodulina para su activación 

(denominadas en conjunto cNOS), mientras que la iNOS ejerce su actividad de 

forma independiente de Ca2+. Las tres isoformas requieren de co-factores como un 

grupo hemo, tetrahidrobiopterina (BH4), FAD+ y NADH para su actividad catalítica 

(Calabrese, 2007). 

El NO y su relación con las enfermedades neurodegenerativas 
	
  

El NO en el SNC está involucrado en la fisiopatología de la muerte neuronal en el 

envejecimiento, la isquemia, el trauma, infección cerebral y en las enfermedades 

neurodegenerativas tales como en la de Alzheimer, Parkinson y Huntington. El 

mecanismo común que podría estar participando en estas enfermedades es el 

daño oxidativo, debido al desbalance entre sistemas oxidantes y antioxidantes, así 

como su relación entre la activación de los NMDAr y la estimulación de la GC 

(Choi, 1998; Calabrese, 2007).  

 

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo hereditario 

causado por una expansión en la repetición del triplete CAG para el tracto de 

poliglutamina de la proteína huntingtina (htt) (Bates et al., 2002). Las 

características fenotípicas de la EH son la consecuencia de la muerte progresiva 

de neuronas espinosas medianas (MSN) en el estriado, núcleo principal de los 
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ganglios basales los cuáles controlan principalmente el movimiento. Las MSN 

constituyen el 95% del total de la población neuronal con aferencias corticales, las 

cuales liberan glutamato, el principal neurotransmisor excitador en el cerebro de 

los mamíferos. Además, el glutamato puede causar la muerte neuronal a través de 

un mecanismo conocido como excitotoxicidad (Estrada et al., 2008).  

 

Aunque muchos de los mecanismos por los cuales la mutación de la htt en la EH 

genera daño celular y neurodegeneración, permanecen sin entenderse 

completamente; se propone que el aumento en la expresión de la nNOS y ciertos 

defectos en el metabolismo energético de las células afectadas, provocan la 

formación de radicales libres induciendo daño oxidativo. Al respecto existen 

evidencias en modelos de la EH posterior a la inyección de excitotoxinas  e 

inhibidores mitocondriales (Pérez-Severiano et al., 2002; Schwarcz et al., 2009). 

De igual forma se postula que un factor crítico en la patogénesis de la EH, es el 

incremento en la sensibilidad de las neuronas estriatales a la activación de NMDAr 

por glutamato, generando así la neurodegeneración por excitotoxicidad (Beal, 

1992; Pérez-Severiano et al., 2002; Leavitt et al., 2006).  

Modelos experimentales para la EH 
	
  

Existen diversos modelos experimentales, basados en la administración de 

excitotoxinas que pretenden simular los mecanismos celulares y moleculares por 

los cuales se genera muerte neuronal en la EH. Una de estas toxinas, el ácido 

quinolínico (QUIN; 2,3-piridina ácido dicarboxílico), derivado del metabolismo del 

L-triptofano y perteneciente a la vía de las kinureninas (VK), está asociado a la 

muerte neuronal en la EH. El QUIN es una potente excitotoxina a nivel estriatal 

que causa la disminución de los niveles de ATP y del GABA produciendo la clásica 

neurodegeneración de la EH sin afectar los axones provenientes de la corteza 

(Leipnitz et al., 2005). La neurotoxicidad inducida por el QUIN se produce por la 

activación selectiva de los receptores a NMDA y a su escasa afinidad por los 

receptores de tipo AMPA (Schwarcz et al., 2009). Es así que la sobreactivación de 

los receptores a NMDA, permite la entrada masiva de Ca2+ al interior de la célula, 
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que al cabo de unas horas se traduce en una concentración hiperfisiológica. Los 

niveles elevados de Ca2+ en condiciones patológicas, generan una cascada de 

eventos neurotóxicos, que eventualmente llevan a la muerte de las neuronas 

afectadas.  

Ratón con mutación nula para la nNOS (-/-) 
	
  

El grupo de Huang (1993), aisló, clonó y mapeó el gen de la nNOS en líneas de 

las células embrionarias J1, dirigidas por el promotor 129/Sv de ratón. Usando el 

vector pPNT se utilizó como selección positiva el gen de resistencia a neomicina y 

como control de selección negativa el gen de la cinasa de timidina del virus del 

herpes simple. Por recombinación homóloga, el vector se incorporó en el primer 

exón del gen de la nNOS. El primer exón contiene el codón de iniciación ATG y los 

codones para los aminoácidos 1-159, los cuales son remplazados por el gen de 

resistencia a neomicina. Los ratones con mutación nula para la nNOS (-/-) 

muestran una disminución del 95-99 % de la expresión del gen para la nNOS. Los 

ensayos de inmunohistoquímica contra nNOS y NADPH-diaforasa, así como los 

de su actividad, mostraron ausencia de ésta en el cerebro y en tejidos periféricos, 

en comparación con los animales silvestres (Huang, 1999). Aunque no se reportan 

problemas de fertilidad, muestran una variedad de anormalidades como: 

alargamiento del estómago, hipertrofia de la vejiga y reducción del tono 

parasimpático entre otras. Además el macho nNOS (-/-) muestra un incremento en 

la conducta agresiva y sexual (Huang, 1999; Martínez-Lazcano et al., 2007). La 

amplia caracterización de los ratones con mutación nula para la nNOS (-/-), los 

hacen más valiosos en el estudio de mecanismos de daño en la EH. 

El NO y el estrés oxidativo 
	
  

La muerte neuronal y el efecto tóxico generado por el NO en general depende de 

distintos parámetros: a) la concentración del NO, b) el tiempo de exposición de los 

componentes celulares al NO, c) la presencia o ausencia de niveles relevantes de 
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especies reactivas de oxígeno (ROS) y, d) la presencia o ausencia de ciertas vías 

de señalización de dicha célula (Brown, 2010). 

 

Existe evidencia que el NO y las ROS inhiben componentes mitocondriales y por 

tanto la respiración mitocondrial. Las altas concentraciones de NO y la presencia 

de ROS causan la inhibición de la cadena respiratoria generando la liberación del 

anión superóxido (O2
-) y peróxido de hidrógeno (H202) de la mitocondria,  dando 

lugar a una mezcla entre ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS) que son 

capaces de reaccionar entre sí y generar estrés nitro-oxidativo (Brown, 2010) (Ver 

figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cascada de muerte celular excitotóxica. La entrada masiva de 
calcio (Ca2+) causada por la sobre-activación del receptor a glutamato tipo 
NMDA (NMDAR), estimula la actividad de la sintasa del óxido nítrico 
neuronal (nNOS). La producción excesiva del óxido nítrico (NO) induce la 
producción de radicales libres, disfunción mitocondrial, la disminución de la 
defensas antioxidantes y el daño de componentes celulares como lípidos, 
proteínas y ADN. La disfunción mitocondrial provoca la falla energética 
contribuyendo a la muerte celular (Modificada de Estrada et al., 2008). 
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Unos de los eventos mejor descritos, asociados a la activación de receptores a 

NMDA, es la producción de NO. La entrada excesiva Ca2+ a la neurona, forma un 

complejo con la calmodulina (CaM) activando a la nNOS (Calabrese et al., 2007; 

Estrada et al., 2008). La sobreproducción de NO desencadena una serie de 

eventos como la activación de la GC y la producción ROS y RNS, las cuales están 

relacionadas con las enfermedades neurodegenerativas (Calabrese et al., 2007). 

Bajo condiciones prooxidantes el NO reacciona con el oxígeno para producir 

nitritos (NO2) y nitratos (N2O3) o O2
-, para formar peroxinitrito (ONOO-), un 

metabolito altamente reactivo que daña componentes celulares. Este agente 

nitrante es capaz de atacar y modificar proteínas, lípidos y ADN de tal manera que 

reduce las defensas de antioxidantes e inhibe la respiracón mitocondrial (Pérez-

Severiano et al., 2002; Moncada, 2006; Martínez-Lazcano et al, 2007; Brown, 

2010). 

Huntingtina y su relación con la excitotoxicidad 
	
  

La htt es una proteína de ∼350 kDa de expresión ubicua. En el SNC la proteína se 

localiza fundamentalmente en el citoplasma, asociada a membranas o al 

citoesqueleto del soma, dendritas, axones y terminales nerviosas. Debido a su 

interacción con ciertas proteínas, se le involucra con el transporte vesicular y 

tráfico membranal, así como con funciones del citoesqueleto. En la EH, se 

propone que la expansión del tracto de poliglutamina de la htt genera una nueva 

función tóxica. Hasta la fecha no se encuentra establecida la función de la htt 

mutada (mhtt) en la neurodegeneración selectiva de la EH, sobre todo cuando 

interactúa con otras proteínas y forma agregados (Nansheng et al., 1999). Está 

demostrado que la forma soluble de la mhtt interacciona con las vesículas 

sinápticas inhibiendo la recaptura de glutamato, generando toxicidad a pesar de la 

formación de agregados proteínicos (Nansheng et al., 1999). 

 

Se postula que existe una interacción entre las repeticiones CAG de la htt y la 

producción de ATP mitocondrial, ya que se observa una disminución de los niveles 

de ATP, conforme aumenta el número de repeticiones del tracto de poliglutamina 
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en las neuronas estriatales (Bates et al., 2002). El daño al metabolismo 

mitocondrial probablemente genera una disminución de la producción de ATP, que 

en conjunto con un reducido potencial de membrana mitocondrial y una mayor 

vulnerabilidad a la excitotoxicidad mediada por receptores NMDA, produce un 

incremento de la producción de radicales libres y por lo tanto un aumento del 

estrés oxidativo (Stack et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Representación esquemática de la neurodegeneración 
autónoma no celular de la enfermedad de Huntington (Schwarcz, 2010). 
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La proliferación de celulas gliales (microglia y astrocitos) en las regiones 

cerebrales afectadas, lleva a proponer que las células gliales, principalmente la 

microglía participa de manera importante en la muerte neuronal, debido a que son 

las resposables de producir y secretar metabolitos tóxicos de la VK la cual está 

alterada en la EH (Schwarcz et al., 2009). Se especula que la cascada de eventos 

podría ser iniciada por la expresión de la mhtt, posiblemente en respuesta al daño 

mitocondrial, es así que las neuronas disfuncionales crean un ambiente pro-

inflamatorio que lleva a la activación de la microglía (Schwarcz et al., 2009). La 

activación de la microglía genera una regulación positiva de la VK potenciando la 

liberación de 3-hidroxikinurenina (3-HK) y QUIN, los cuales generan la muerte de 

las ya debilitadas neuronas por una combinación de la excesiva producción de 

ROS y activación del receptor a NMDA (Schwarcz et al., 2009) (figura 2).  

 

La neurodegeneración observada en la EH es atribuida a diversos factores: la 

nueva función tóxica de la mhtt, la formación de agregados proteínicos, el 

aumento del estrés oxidativo y de la sensibilidad de la neuronas a la estimulación 

del receptor a NMDA entre otros. Aunque no está establecido el orden en el cual 

ocurre esta serie de eventos, es un hecho que existe una interacción entre uno y 

otro lo cual finalmente culmina en la muerte de las neuronas.  
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ANTECEDENTES 
 
Los modelos de animales transgénicos y con mutación nula son una valiosa 

herramienta para el estudio del mecanismo de daño de las enfermedades 

neurodegenerativas. Es así que los estudios de Martínez-Lazcano y colaboradores 

(2007), mostraron una protección selectiva contra el daño oxidativo en ciertas 

regiones cerebrales de los ratones deficientes de la nNOS (-/-) en condiciones 

basales, lo cual ayudaría a explicar algunas de las características fenotípicas.  

 

La participación del NO en los procesos fisiopatológicos de varias enfermedades 

entre ellas la EH, quedó evidenciado al inhibir farmacológicamente a la NOS o 

mediante el empleo de modelos con mutación nula. Asimismo se observó que las 

isoformas de la NOS participan de manera diferencial en el daño cerebral en 

modelos excitotóxicos de animales, atribuyéndole el daño neuronal principalmente 

a la nNOS y en menor medida a la eNOS, mientras que no se detectó la 

participación de la iNOS (Parathath et al., 2007; Brown, 2010). La participación de 

la nNOS en la isquemia cerebral quedó demostrada también con la inhibición 

farmacológica de la misma y la resistencia al daño excitotóxico en los ratones con 

mutación nula (Huang et al., 1994). Lipton y colaboradores (1994), demostraron 

que la activación excitotóxica de la nNOS genera la S-nitrosilación de ciertas 

proteínas, que resultan en una disfunción mediada por estrés reticular o la muerte 

neuronal. 

 

El daño oxidativo evaluado por la medición de peroxidación de lípidos (PL) o 

formación de ROS es una característica de la EH y de los modelos neuroquímicos 

de la misma, ya que en los ratones transgénicos de la EH se observó un 

incremento de la PL correlacionando con el deterioro del fenotipo neurológico 

(Pérez-Severiano et al., 2000). Evidencias similares fueron demostradas en 

cerebros post-mortem de la EH, en los que se encontró un incremento del daño 

oxidativo en la regiones más afectadas (Imarisio et al., 2008). En el modelo de la 

EH inducido con QUIN se demostró la participación significativa de la NOS en el 
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daño excitotóxico, donde correlacionó con un daño oxidativo (Santamaría & Ríos, 

1991, 1993), ya que incrementa los niveles de PL y formación de ROS 

disminuyendo las defensas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD) y 

glutatión reducido (GSH) (Pérez-Severiano et al., 2011). Por el contrario la 

inhibición farmacológica con L-NAME redujo tanto la actividad de la NOS, el daño 

oxidativo y conductual (Pérez-Severiano et al., 1998). Quedando de manifiesto la 

participación del NO en el mecanismo neurodegenerativo al demostrar su 

participación en un modelo transgénico para la EH (Pérez-Severiano et al., 2002). 

 

En estudios in vivo la inhibición farmacológica de la nNOS mostró una protección 

contra la lesión intraestriatal inducida con NMDA pero no contra AMPA (Shulz et 

al., 1995). De igual manera se demostró que los cultivos de células corticales de 

ratones con mutación nula nNOS (-/-), son resistentes a la toxicidad mediada por 

receptores NMDA pero no AMPA (Dawson et al., 1996). La toxicidad inducida con 

ácido kaínico (KA) en ratones con mutación nula para la nNOS (-/-), mostró que en 

neuronas hipocampales no se produjo una neurodegeneración, indicando así que 

la muerte excitotóxica generada por el KA, es dependiente de la presencia de la 

nNOS funcional, pero no de las otras dos isoformas (Parathath et al., 2011). La 

disparidad existente entre los resultados podría deberse a las diferencias de los 

métodos utilizados para lograr la excitotoxicidad. 

 

Ayata y colaboradores (1997) muestran una reducción de los niveles de las 

proteínas nitradas, radicales -OH y fragmentación del ADN, como medidas 

indirectas de la formación de ONOO-, posterior a la lesión intraestriatal con NMDA 

en ratones con mutación nula nNOS (-/-). Por otro lado está demostrado que el 

exceso de NO producido por un evento excitotóxico genera la sobreactivación de 

la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), la cual se activa en respuesta al daño a 

ADN causando la muerte neuronal por falla energética (Brown, 2010). Estos 

resultados se confirmaron empleando ratones con mutación nula nNOS (-/-) donde 

se observó que existe una disminución de la activación de PARP, posterior a un 
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evento de isquemia cerebral, sugiriendo que un evento isquémico activa la nNOS 

para producir ONOO- el cual activa a la PARP (Endres et al., 1998). 

 

Al igual que la excitotoxicidad, la pérdida de la función de la proteína htt podría 

participar en la neurodegeneración selectiva de la EH. En estudios in vivo se 

observó la proteolisis de htt mediada por la caspasa-3 y neurodegeneración 

apoptótica tras la estimulación de los receptores NMDA en el cuerpo estriado 

(Leavitt et al., 2006). Los estudios realizados por el grupo de Leavitt (2006) 

muestran que la htt posee una función neuroprotectora in vivo, y que los niveles de 

htt modulan la sensibilidad de las neuronas a la apoptosis mediada por la 

excitotoxicidad asociada a receptores NMDA. En modelos transgénicos de la EH y 

en cultivos celulares se observó que la mhtt causa el incremento de la respuesta 

neuronal a la estimulación glutamatérgica (Leavitt et al., 2006). 

 

Al respecto está reportada la inducción de la inmunoreactividad de la htt en las 

neuronas estriatales de 4 a 6 horas después de la inyección con QUIN (Tatter et 

al., 1995). En el mismo sentido el grupo de Carlock (1995), reporta un aumento en 

la expresion del gen htt desde 1-12 horas depués de la lesión intraestriatal con 

QUIN. Lo cual sugiere que el aumento tanto en la expresión del ARN mensajero, 

como de la proteína htt en respuesta a la sobreestimulación de los receptores 

NMDA, podría tener una participación importante en el desarrollo de la EH 

(Carlock et al.,1995). Siendo así que la aparente especificidad neuronal en el 

incremento de la htt durante la respuesta aguda al evento excitotóxico podría 

proveer una explicación parcial para la degeneración específica observada en la 

EH (Tatter et al., 1995). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

El estrés oxidativo generado por la sobreproducción del NO es un factor 

importante en la fisiopatología de los transtornos neurodegenerativos. Lo que lleva 

a proponer que la neurodegeneración excitotóxica asociada a receptores NMDA 

es un factor crítico en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas y 

en particular de la EH. Por lo que la utilización de un modelo con mutación nula 

para la nNOS provee de una valiosa herramienta para el estudio de la 

participación del NO en la fisiología o patofisiología de estos transtornos. Dado 

que a la fecha no está estudiado el daño oxidativo inducido por QUIN en los 

ratones con mutación nula para la nNOS, y no existe un análisis de cambios en la 

expresión del gen de la htt. El estudio de estos dos puntos en el daño generado 

por QUIN, en el modelo de ratones con mutación nula para la nNOS(-/-), nos 

permitirá entender mejor los procesos de daño en el modelo experimental de la 

EH. 

 

HIPOTESIS 
 

El daño oxidativo inducido por QUIN en el cuerpo estriado del ratón con mutación 

nula nNOS (-/-) estará disminuido; por el contrario la expresión del gen de la htt 

estará  aumentado en los ratones lesionados intraestriatalmente con QUIN. 
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OBJETIVOS 
 

General 
	
  

Estudiar la participación de la sintasa del óxido nítrico en el daño oxidativo 

inducido por QUIN en ratones con mutación nula para la nNOS. Paralelamente 

observar si el gen de la huntingtina presenta cambios en su expresión posterior a 

la excitotoxicidad por QUIN. 

 

 

 

Particulares 
 

Evaluar el daño neuronal inducido por QUIN en los ratones de la colonia con 

mutación nula para la nNOS (-/-). 

 

Evaluar el estado oxidativo inducido por QUIN en los ratones de la colonia con 

mutación nula para la nNOS (-/-). 

 

Cuantificar la actividad y determinar el nivel de expresión de las NOS inducida por 

QUIN en los ratones de la colonia con mutación nula para la nNOS (-/-). 

 

Analizar la expresión del gen de la htt después de la lesión con QUIN en los 

ratones de la colonia con mutación nula para la nNOS (-/-). 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Material biológico  
La colonia de ratones con mutación nula para la nNOS fue iniciada a partir de tres 

ratones machos de la línea B6,129-Nos1tm1P1h, homocigotos con mutación nula 

nNOS(-/-) (Huang et al., 1993) provenientes de los Laboratorios Jackson (Bar 

Harbor, ME, EUA) y 6 ratones hembras homocigotos nNOS (+/+) de la cepa 

B6CBA. 

Identificación del genotipo de los ratones de la colonia con mutación nula 
para la nNOS 
Los ratones de la colonia con mutación nula para la nNOS siguen una herencia 

mendeliana, por tanto se formaron 3 grupos con distintos genotipos de acuerdo a 

las cruzas a realizar: ratones homocigotos silvestres nNOS (+/+), heterocigotos 

nNOS (+/-) y homocigotos con mutación nula nNOS (-/-).  

Para la identificación de estos grupos se realizó la siguiente metodología: 

Extracción del ADN. A la edad de 4-5 semanas, se realizó una biopsia de oreja 

para obtener el ADN genónimo de cada ratón. Se utilizaron 475 µL de una 

solución de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 20 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.312%) más 

25 µL de proteinasa K (20 mg/mL), la cual se incubó durante 6 hrs como mínimo 

para la digestión del tejido y liberación del ADN. La purificación del ADN se realizó 

con 500 µL de una solución de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) para 

eliminar el tejido no digerido y las proteínas. Cada muestra fue agitada 

vigorosamente y  centrifugada durante 5 minutos a 14, 000 rpm (25°C); terminado 

este procedimiento se tomaron 400 µL de la fase acuosa (superior) y se 

transfirieron a una microfuga estéril. El aislamiento del ADN se realizó en dos 

pasos: 1) se agregaron, 400 µL de isopropanol a 4°C, la muestra se agitó 

vigorosamente y centrifugó durante 5 minutos a 14, 000 rpm (4°C); 2) con 1 mL de 

alcohol etílico al 70 % repitiendo las condiciones de centrifugado. Posteriormente 

el ADN obtenido fue solubilizado en 100 µL de una solución de TE (Tris 1 M, pH 

7.6 y EDTA 0.5 M). 
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Condiciones para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La 

identificación del genotipo se realizó mediante una (PCR), se amplificaron 

fragmentos de los genes de nNOS y NEO (gen de resistencia a neomicina) 

utilizando dos pares de oligonucleótidos: IMR0406 

5´TCAGATCTGATCCGAGGAGG y IMR0407 3´CGATACTGTCGCGAGACCTT, 

que reconocen la secuencia del primer exón de la nNOS y IMR0013 

5´CTTGGGTGGAGAGGCTATTC y IMR0014 3´CTAGAGGACAGTAGAGTGGA, 

que identifican un fragmento del gen NEO. Las condiciones utilizadas para un 

volumen final de reacción de 25 µL por PCR estuvó constituida por 2.4 µL de una 

solución amortiguadora 10X (KCl 500 mM, MgCl2 15 mM, Tris-HCl 100 mM 

pH=9.0); 0.8 µL de los oligómeros IMR0013 y IMR 0014 y 1.2µL de IMR0406 y 

IMR0407; 5 µL (100-150 ng) del ADN extraído de la biopsia de oreja; 2.4 µL de 

MgCl2 (25mM); 1.92 µL de dNTPs (25 mM); 0.12 µL de Taq polimerasa (5 U/µL), 

9.16 µL de agua inyectable estéril.  Además, se realizaron dos reacciones 

independientes, una como control negativo con 1 µL de agua inyectable y otra 

como control positivo con 1 µL de plásmido pLNCX, que contiene el gen de 

resistencia a la neomicina. Las condiciones para la amplificación fueron: 1 ciclo a 

94°C durante 3 minutos; 35 ciclos a 94°C por 30 segundos; 60°C, 30 segundos; 

72°C, 30 segundos y finalmente 1 ciclo a 72°C durante 2 minutos. 

Los productos obtenidos por PCR tienen un tamaño de 117 pares de bases, para 

el gen de nNOS y 280 pares de bases para el gen de NEO. El control positivo de 

la reacción fue llevado a cabo con el plásmido pLNCX. Los productos amplificados 

se analizarón en un gel de agarosa al 3% y éste fue teñido con 3 µL de una 

solución de bromuro de etidio (10 mg/mL). Para observar el ADN amplificado de 

cada ratón con luz U.V. fueron depositados 12 µL de cada reacción, más 3 µL de 

una solución de carga en cada pozo y se corrió durante 30 min a 100 V.  

Lesión estereotáxica con QUIN para generar el modelo de excitotoxicidad. 
Bajo anestesia profunda con pentobarbital sódico a una dosis de 70 mg/kg i.p. los 

ratones fueron colocados en un aparato estereotáxico para inyectar 1 µL de QUIN 

(30 nmol/µL) en el cuerpo estriado del hemisferio derecho, usando las siguientes 
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coordenadas: 0.6 mm anterior, -2.2 mm lateral a bregma y -2.6 mm ventral a la 

duramadre (Petersén et al., 2001).  

Determinación del daño oxidativo 
La medición del estado oxidativo, se realizó mediante la cuantificación de la 

peroxidación de lípidos (PL) y la formación de ROS en el cuerpo estriado de los 

ratones homocigotos con mutación nula nNOS (-/-), heterocigotos nNOS(+/-) y 

homocigotos silvestres nNOS(+/+), para lo cual fue extraído y disectado el cuerpo 

estriado del hemisferio derecho a las 2 horas después de la inyección con QUIN. 

 

Cuantificación de la peroxidación de lípidos. Se siguió la técnica descrita por 

(Triggs & Willmore, 1984). El cuerpo estriado del hemisferio derecho fue 

homogenizado en 2.2 mL de solución salina. A un mL de dicho homogenado se le 

adicionó 4 mL de una mezcla de cloroformo-metanol  (2:1, v:v). Después la mezcla 

fue refrigerada por 30 minutos para permitir la separación de las fases, siempre 

protegida de la luz. La fase acuosa (fase superior) se aspira con una bomba de 

vacio. Finalmente fueron transferidos 2 mL de la fase orgánica (clorofórmica) a 

una celda de cuarzo y se  agregaron 200 µL de metanol. La muestra fue analizada 

usando un espectrofotómetro de fluorescencia a longitudes de onda de 370 nm de 

excitación y 430 nm de emisión. Los resultados son reportados como unidades 

relativas de fluorescencia por mg de proteína (Ríos & Santamaría, 1991; Pérez-

Severiano et al., 2000). 
 

Cuantificación de la formación de especies reactivas de oxígeno. La 

formación de especies reactivas de oxígeno fue evaluada utilizando diacetato de 

2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH-DA), el cual es oxidado por acción de las ROS 

para formar 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF), la cual es capaz de generar 

fluorescencia (Ali et al., 1992). 

Cinco µL del homogenado antes utilizado en la PL fueron mezclados con 45 µL de 

solución amortiguadora TRIS-HEPES (18:1) (TRIS pH 7.4: solución HEPES 

conteniendo NaCl 120 mM, KCl 2.5 mM NaH2PO4 mM, MgCl2 0.1 mM, NaHCO3 5 



	
   18	
  

mM, glucosa 6.0 mM, CaCl2 1.0 mM, HEPES 10.0 mM). A partir de esta mezcla se 

tomaron 5 µL los cuales se incubaron con 145 µL de solución amortiguadora 

TRIS-HEPES (18:1) y 50 µL de DCF-DA 50 µM a 37ºC durante 1 hora con 

agitación constante en una placa de 96 pozos. Posteriormente se realizó la 

determinación de la fluorescencia de cada muestra en un multi-lector de placa 

FLx800 (Biotek instruments, Inc.), a una longitud de onda de 488 nm de excitación 

y 525 nm de emisión. Los valores obtenidos fueron calculados a partir de la 

interpolación en una curva de calibración de diclorofluoresceína DCF 100 nM 

ajustada por el método de mínimos cuadrados. Los valores de proteínas de cada 

muestra se utilizaron para expresar los resultados como nmoles de DCF /mg 

proteína/min. 

Determinación del daño neuronal 
 
Cuantificación de la conducta de giro. La medición del daño neuronal inducido 

por QUIN, se realizó mediante la cuantificación de la conducta de giro. Tres días 

después de realizar la lesión intraestriatal con QUIN se administró de forma 

intraperitoneal R-(-)-apomorfina (1 mg/kg), cada ratón fue colocado en una caja de 

policarbonato (25X40X20 cm) y se cuantificó durante 30 minutos el número de giros 

ipsilaterales. 

 

Determinación de los niveles de GABA por CLAR (Cromatografía de líquidos 
de alta resolución). Cuatro días después de la lesión estriatal, los ratones fueron 

administrados con un inhibidor de la glutamato descarboxilasa (GAD; enzima paso 

limitante en la síntesis de GABA), el ácido 3-mercaptopropiónico (0.25 mmol/kg 

i.p.) para inhibir el incremento de GABA post mortem. Dos minutos después, los 

animales se sacrificaron por decapitación y se realizó la extracción del tejido 

estriatal. El contenido estriatal de GABA, se determinó por CLAR (Sistema Agilent 

serie 1100 con una columna Alltech-adsorbosphere, OPA-HS, tamaño de 

partículas de 5 µm y de 100 mm largo X 4.6 mm de diámetro interno), utilizando el 

método modificado de Pérez-Neri y colaboradores (2007). El cuerpo estriado fue 

homogenizado en 50 volúmenes de una solución de metanol grado HPLC al 85% 
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(v/v), utilizando un procesador ultrasónico (130 W, 40% amplitud, 15 s, 2 ciclos), 

los homogenados se centrifugaron a 14, 000 rpm por 15 minutos a 4ºC y 10 µL del 

sobrenadante obtenido se inyectaron al sistema para su análisis, utilizando 

detector de fluorescencia a 232 nm de excitación y 455 nm de emisión, realizando 

una derivatización pre-columna con o-ftalaldehido-mercaptoetanol. El programa de 

gradiente para el análisis cromatográfico se encuentra en la tabla 1. Los 

cromatógramas se integraron y procesaron utilizando el software ChemStation de 

Agilent, Rev. 10.02.	
  	
  

Tabla 1. Programa de gradiente para el análisis por CLAR 

Flujo 1.5 mL / min 

 Tiempo (min) % A (MeOH) % B (Buffer de Acetatos) 

1 0 22 78 

2 12 35.9 64.1 

3 12.1 99 1 

4 15 99 1 

 

Análisis del sistema nitrérgico 
 
Determinación de la participación de la NOS. La participación del NO en el 

daño oxidativo fue cuantificado indirectamente mediante la técnica descrita por 

Bredt & Snyder (1990), la cual mide la actividad de la NOS evaluando la 

conversión de L-arginina a L-citrulina más NO. Cada muestra fue homogenizada 

en 150 µL de una mezcla de inhibidores de proteasas disueltos en una solución 

reguladora (50 mM de Tris-HCl, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM EGTA, con 0.1% (v/v) 

β-mercaptoetanol a pH de 7.5). La solución final de inhibidores se preparó 

obteniendo las siguientes concentraciones finales 100 mM de leupeptina, 1 mM de 

fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) a partir de una solución patrón de 100 mM 
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disuelto en etanol, 2 mg/mL de aprotina, 10 mg/mL de inhibidor de tripsina de soya 

y 0.1 % (v/v) de noninet-40. Posteriormente cada muestra con un contenido de 

500 µg de proteína se incubó durante 30 min a 37°C en presencia de los 

siguientes cofactores (todos a concentraciones finales en un volumen máximo de 

reacción de 100 µL): 1 mM NADPH, 100 nM de calmodulina, 30 µM de 

tetrahidrobiopterina y 2.5 mM CaCl2.  La mezcla de reacción contuvo 10 µM L-

arginina-HCl y 0.2 µCi de L-arginina (Amersham, aproximadamente 41 Ci/mmol). 

Los volumenes finales de reacción fueron ajustados a 100 µL con una solución 

reguladora. Transcurrido el tiempo de incubación, la reacción se detuvó 

adicionando 1 mL de una solución amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM 

EDTA, 20 mM HEPES, pH=5.5). La mezcla de reacción (volumen final de 1.1 mL), 

fue transferida a una columna de intercambio iónico que contenía 1 mL de resina, 

la cual retiene la L-arginina y permite que la L-citrulina sea eluida, con 1 mL de 

agua bidestilada durante 10 min, a través de la columna; posteriormente, a cada 

eluyente de la mezcla de reacción se le adicionaron 5 mL de líquido de centelleo 

Aquasol-2, para la cuantificación de la radiactividad se utiliza un contador de 

centelleo. La actividad enzimática se expresa como ng de L-citrulina/500 µg de 

proteína/ min. 

 

Determinación de la expresión de la iNOS, eNOS y nNOS por “Western blot”. A 

partir del homogenado utilizado para la determinación de la actividad de las 

isoformas de la NOS (la cual contenía inhibidores de proteasas y cuya 

concentración de proteínas fue evaluada previamente), se toma un volumen 

correspondiente a 50 µg de proteína de cada muestra y se mezcló con un volumen 

igual de solución amortiguadora de Laemmli que contiene (4% SDS, 20% glicerol, 

2% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol, 0.125 M Tris-Hcl, pH 6.8). La 

desnaturalización de las proteínas se realizó mediante un baño de agua en 

ebullición durante 3 minutos, cada muestra se depositó en un pozo de un gel de 

poliacrilamida con SDS al 8%. La electroforesis se llevó a cabo a 140 V, durante 1 

hora,  después se realizó la transferencia a una membrana de PVDF a 110 mA, 

con el sistema de electrotransferencia semiseco durante 45 minutos. El bloqueo 
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de proteínas inespecíficas se hizo con una mezcla de leche descremada al 5% 

disuelta en PBS 1X (0.14 M NaCl, 2.75 mM NaH2PO4-H2O, 12.3 mM Na2HPO4, pH 

7.4)-Tween 0.05%, incubándose por 1 hora a temperatura ambiente. La 

inmunodetección de las proteínas se realizó incubando por separado con los 

anticuerpos primarios nNOS, eNOS e iNOS (Santa Cruz Biotechnology Inc.) a una 

dilución 1:300, durante toda la noche a 4oC con agitación constante. 

Posteriormente se lavó varias veces con 10 mL PBS-Tween 0.05%. En seguida, 

se agregó el anticuerpo secundario (peroxidasa anti-ratón 1:3000 o anti conejo en 

una relación de 1:6000) y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente, con 

agitación constante. Terminando el tiempo de incubación se lavó varias veces con 

PBS Tween. La detección de las proteínas se realizó con un reactivo que genera 

quimioluminiscencia (NENTM Life Science Products) y se utilizó una película Kodak 

(X-OMAT). Las imágenes fueron capturadas usando un instrumento BIODOC-it 

System (UVP) y el análisis de densitometría se realizó usando el programa Lab 

WorksTM 4.0 Image Acquisition and Analysis Software (UVP). Después de realizar 

el análisis densitométrico, los resultados (normalizados con la expresión de actina) 

fueron expresados como unidades arbitrarias de densidad óptica (DO). 

Determinación de la expresión del gen de la htt.  
 

La determinación de la expresión del gen que codifica para la htt  se realizó con la 

extracción del ARN mensajero y la amplificación del gen htt mediante PCR en el 

cuerpo estriado, 2 horas depués de la inyección con QUIN de los ratones 

homocigotos (+/+),heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutación nula nNOS (-/-). 

 

La extracción el ARN se realizó homogenizando el tejido con 500 µL Tripure 

(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubó durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Al homogenizado se le añadieron 200 µL de cloroformo, 

fue agitado suavemente durante 30 segundos, y se dejó incubar por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Se centrifugó a 4°C, 18 minutos a 14 000 rpm. Se transfirió 

aproximadamente el 75% de la fase acuosa incolora (superior) a un tubo limpio. 

Para la purificación y aislamiento, se añadieron 500 µL de isopropanol a 4°C, se 



	
   22	
  

agitó mediante inversión varias veces y se incubó durante 20 minutos. Dicha 

mezcla se centrifugó 10 minutos a 13 000 rpm (4°C). El sobrenadante se decantó 

y desechó, para posteriormente añadir 500 µL de etanol al 75%, se agitó 

vigorosamente durante 1 minuto y se centrifugó 10 minutos a 14 000 rpm (4°C). Al 

finalizar el centrifugado el sobrenadante se decantó y desechó, se permitió que el 

botón secara por evaporación durante 5 minutos para después añadir 200 µL de 

agua DEPC. 

La concentración del ARN se estimó en un espectrofotómetro de UV a 240 nm 

 

Síntesis del ADN complementario (ADNc). Se tomaron 5 µg de ARN total y se le 

añadieron 2 µL de oligo dT y se incubó con las siguientes condiciones: 10 minutos 

a 65°C, 5 minutos a 4°C. Finalizado este proceso se agregaron 10 µL de una 

mezcla que contenía 2.4 µL de agua DEPC, 4 µL de regulador 5x, 0.8 µL de M-

MLVRT (200 U/ µL), 0.8 µL dNTP’s (10 mM) y2 µL de DTT (100 mM). La mezcla 

se incubó a 37°C durante 1 hora y 5 minutos a 95°C. Finalmente se añadieron 80 

µL de agua DEPC. 

 

Expresión del ARN mensajero del gen htt. La determinación de la expresión del 

gen htt se realizó mediante una (PCR) con la amplificación del fragmentos del gen 

htt utilizando el par de oligonucleótidos: sentido htt1 5´ 
GGGGTGACACGGAAAGAAAT y antisentido htt2 3´ TCAGTGCTTGCAGGAGTTCA 

(Doruet et al., 2009) que reconocen la secuencia del décimo exón de la htt y como 

control, un par de oligonucleótidos que identifica un fragmento del gen de actina: 

ACT1 sentido 5´CTTGGGTGGAGAGGCTATTC y ACT2 antisentido 

3´CTAGAGGACAG-TAGAGTGGA. Las condiciones utilizadas para un volumen 

final de reacción de 25 µL por PCR estuvo constituida por 2.4 µL de una solución 

amortiguadora 10X (KCl 500 mM, MgCl2 15 mM, Tris-HCl 100 mM pH=9.0); 1 µL 

de los oligómeros htt1 y htt2 y 1 µL de ACT1 y ACT2; 5 µL del cDNA sintetizado; 

2.4 µL de MgCl2 (25mM); 1.92 µL de dNTPs (25 mM); 0.12 µL de Taq polimerasa 

(5 U/µL), 9.16 µL de agua inyectable estéril. Además, se realiza una reacción 

independiente, como control negativo con 1 µL de agua inyectable. Las 
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condiciones para la amplificación son: 1 ciclo a 94°C durante 3 minutos; 45 ciclos 

a 95°C por 8 minutos; 68°C, 5 minutos; 72°C, 8 minutos y finalmente 1 ciclo a 

72°C durante 2 minutos. Los productos obtenidos por PCR tienen un tamaño de 

175 pares de bases para el gen htt y 200 pares de bases para el gen de actina. 

Los productos amplificados fueron analizados de la manera indicada 

anteriormente.  

Análisis estadístico 
	
  

Los valores obtenidos de cada experimento fueron analizados por una prueba 

estadística de ANOVA o ANOVA de dos vías, para detectar diferencias entre los 

grupos. Para los experimentos donde se encontró una diferencia significativa se 

prosiguió con una prueba de Tukey. 
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RESULTADOS 
	
  

La identificación del genotipo de cada ratón por PCR a la edad de 4-5 semanas se 

inició con la extracción del ADN a partir de una biopsia de la oreja de cada ratón. 

De cada generación de animales, identificamos las poblaciones de homocigotos 

nNOS (+/+), heterocigotos nNOS (+/-) y homocigotos con mutación nula para la 

nNOS (-/-) (Figura 3). Todos los animales obtenidos de los diferentes genotipos, 

se emplearon en los experimentos de determinación del daño neuronal y estado 

oxidativo, cuantificación de la actividad y expresión de las NOS, y para la 

identificación del gen de la htt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Productos amplificados por PCR para la determinación de 
genotipo de los ratones con mutación nula para la nNOS. Los 
fragmentos de 280 y 117 pb correspondientes al exón 1 de la nNOS 
y el gen de resistencia a neomicina (NEO) respectivamente. Donde 
P.M. indica el marcador de peso molecular (pb; pares de bases), (-) 
es el control negativo de la reacción y pLNCX el control positivo. 
Los carriles 1 y 2 corresponden a ratones homocigotos nNOS (+/+), 
3 y 4 a ratones heterocigotos nNOS (+/-) y 5 a un ratón homocigoto 
con mutación nula nNOS (-/-). 
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Para evaluar el daño oxidativo inducido por QUIN, se determinó la peroxidación de 

lípidos (PL) y la formación de ROS dos horas después de la microinyección 

estriatal con QUIN. Los ratones homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) lesionados 

con QUIN (25.803±2.878, 25.416±2.317 UF/mg prot.) muestran un aumento 

significativo en la PL con respecto a sus testigos (12.231±2.298, 11.574±2.375 

UF/mg prot.) administrados intraestriatalmente con SSI. Sin embargo los ratones 

con mutación nula nNOS (-/-) lesionados con QUIN (10.313±2.724 UF/mg prot.) no 

mostraron diferencias significativas con respecto a su testigo (10.897±2.69 UF/mg 

prot.). Los ratones testigos de los 3 diferentes genotipos no muestran diferencia 

significativa entre sí. En resumen, los ratones con mutación nula nNOS (-/-) 

mostraron una reducción significativa de ∼60% en comparación con sus hermanos 

homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) (Figura 4a). Resultados similares se 

obtuvieron de la determinación de la formación ROS, donde los ratones 

homocigotos con mutación nula nNOS (-/-) (4.513±0.366 nmoles de DCF/mg 

prot/min) mostraron una disminución de la formación de ROS con respecto a sus 

hermanos (8.789±0.707, 8.093±.0519 nmoles de DCF/mg prot/min) homocigotos 

(+/+) y heterocigotos (-/-) respectivamentes. (Figura 4b). 
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Figura 4. Daño oxidativo en el cuerpo estriado de los ratones 
homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con 
mutación nula nNOS (-/-), dos horas depués de la inyección con 
solución salina isotónica (SSI) o ácido quinolínico (QUIN). a) 
Peroxidación de lípidos, b) especies reactivas de oxígeno 
(ROS). Cada barra representa la media ± ES (n=3-6), ANOVA 
de dos vías, post hoc Tukey, *p<0.05. 

b) 

a) 
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Para evaluar el daño neuronal inducido por la inyección intraestriatal con QUIN se 

cuatificó la conducta de giro. La administración de apomorfina a los ratones resulta 

en la manifestación de la conducta de giro contralateral al hemisferio dañado 

(Ungerstedt, 1971). La velocidad y el número de giros es proporcional al grado de 

la lesión. Los ratones homocigotos con mutación nula nNOS (-/-) mostraron una 

disminución significativa de ∼80% con respecto a sus hermanos homocigotos (+/+) 

y heterocigotos (+/-), mientras que los otros dos grupos no mostraron diferencias 

significativas entre sí (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Giros ipsilaterales 3 días después de la inyección 
con ácido quinolínico (QUIN) de los ratones homocigotos (+/+), 
heterocigotos (+/-) y con mutación nula para la nNOS (-/-). 
Cada barra representa la media ± ES (n=3-6), ANOVA 
*p<0.05. 
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Como marcador neuroquímico del daño neuronal se cuantificaron los niveles de 

GABA en el estriado despues de la inyección intraestriatal con QUIN. Los ratones 

de los 3 genotipos microinyectados con QUIN mostraron una disminución 

significativa de los niveles de GABA con respecto a los controles. Sin embargo la 

disminución de los niveles de GABA fue significativamente menor en los ratones 

con mutación nula nNOS (-/-) con respecto a los genotipos homocigoto (+/+) y 

heterocigoto (+/-) lesionados intraestriatalmente con QUIN (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Niveles de GABA de los ratones homocigotos 
(+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutación 
nula nNOS (-/-), 3 días despues de la lesión con solución 
salina isotónica (SSI) o ácido quinolínico (QUIN). Cada 
barra representa la media ± ES (n=3-6), ANOVA de dos 
vías, post hoc Tukey, *p<0.05  
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Para evaluar la participación del NO en la neurotoxicidad inducida por QUIN, se 

cuantificó la actividad de las NOS total, NOS dependiente de Ca2+ y NOS 

independiente de Ca2+ en el cuerpo estriado, 2 horas después de la 

microinyección con QUIN. Los ratones con mutación nula nNOS (-/-) mostraron 

una disminución en la actividad total de la NOS en comparación con sus hermanos 

homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) (Figura 7a). En la actividad de las NOS 

constitutivas dependientes de calcio, los ratones con mutación nula nNOS (-/-) 

muestran una disminución significativa con respecto a sus hermanos (Figura 7b), 

mientras que la actividad de la NOS independiente de calcio fue baja en 

comparación con la constitutiva y similar los 3 genotipos (Figura 7c). 

La expresión de la isoforma nNOS muestra un aumento en los ratones 

homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) tratados con QUIN con respecto a los 

testigos (Figura 8a y b). En los ratones con mutación nula para la nNOS (-/-) no se 

detecto la expresión de esta isoforma (Figura 8a y b). La expresión de la isoforma 

eNOS no mostró diferencias entre los 3 diferentes genotipos y los dos tipos de 

tratamiento (Figura 8a y c). La isoforma iNOS no fue detectable en ninguno de los 

3 genotipos.  
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Figura 7. Actividad a) total, b) constitutiva dependiente de Ca2+, c) independiente 
de Ca2+, de la NOS en el cuerpo estriado, 2 horas depués de la lesión con QUIN, 
de los ratones homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutación 
nula nNOS (-/-). Cada barra representa la media ± ES (n=4), ANOVA *p<0.05 

a) 

b) 

c) 
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Figura 8. Expresión de las isoformas de la NOS en el cuerpo estriado dos 
horas después de la inyección con solución salina isotónica (SSI) o ácido 
quinolínico (QUIN). a) Detección de la expresión de las isoformas nNOS, eNOS 
y β-actina. Análisis densitométrico de la nNOS (b) y eNOS (c). Cada barra 
rerpesenta la media ± ES (n=3), ANOVA de dos vías post hoc Tukey, *p<0.05. 

a) 

b) 

c) 
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La expresión del gen htt de los ratones inyectados intraestriatalmente con SSI y 
QUIN no muestran cambios significativos entre los 3 distintos genotipos. Pero si 
existe un aumento de la expresión de gen htt al comparar los ratones lesionados 
con QUIN (homocigotos (+/+) 0.899±0.050, heterocigotos (+/-) 0.931±0.033, 
homocigotos (-/-) 0.957±0.068) con respecto a los lesionados con SSI 
(homocigotos (+/+) 0.625±0.066, heterocigotos (+/-) 0.695±0.094, homocigotos(-/-) 
0.584±0.042) (Figura 9).  

 

a) 

b) 

Figura 9. Expresión del gen htt en el cuerpo estriado 2 horas después de 
la inyección con solución salina isotónica (SSI) o ácido quinolínico 
(QUIN). a) Expresión y detección del gen htt y β-actina. b) Análisis 
densitométrico de la expresión del gen htt normalizado por β-actina. 
Cada barra representa media ± ES (n=3), ANOVA post hoc Tuckey, 
*p<0.05. 

	
  

a) 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
	
  

La función del NO en procesos biológicos del sistema nervioso central y periférico, 

resulta ser de interés en varias áreas de investigación. El NO está involucrado en 

diferentes procesos fisiológicos como la plasticidad sináptica, neuromodulación y 

relajación del músculo liso (Calabrese et al, 2007). Pero si el NO es producid en 

exceso se le asocia con procesos patológicos como las enfermedades 

neurodegenerativas y eventos de excitotoxicidad (Pérez-Severiano et al., 1998; 

Martínez-Lazcano et al., 2007; Calabrese et al., 2007).  

Es de gran importancia la comprensión de las funciones del NO en el cerebro, así 

como su participación en las enfermedades neurodegenerativas. Para ello se 

emplean herramientas farmacológicas las cuales nos ofrecen una primera 

aproximación hacia la comprensión de la función de esta molécula, pero para 

definir claramente la función de cada una de las isoformas de la NOS, la utilización 

de organismos con mutación nula nos ofrece una mejor aproximación.  

El NO está implicado en la neurotoxicidad por daño oxidativo, principalmente por 

la formación de peroxinitrito, un metabolito altamente reactivo que daña 

componentes celulares (Mukhopadhyay et al., 2009; Brown, 2010). Por ello 

consideramos relevante determinar las consecuencias de la falta de la nNOS en el 

estado oxidativo después de la lesión con QUIN como un modelo neuroquímico de 

la EH. 

Los ratones con mutación nula para la nNOS fueron descritos por el grupo de 

Huang (1993), donde muestran bajos niveles de la actividad de la NOS y 

características fenotípicas como alargamiento del estómago y conducta agresiva 

entre otras. Posteriormente se caracterizó el estado oxidativo en los ratones con 

mutación nula para la nNOS desde las 12 hasta las 35 semanas de edad, en dicho 

estudio se encontró que existe una protección selectiva contra el daño oxidativo en 

el cerebro del ratón con mutación nula nNOS (-/-), particularmente en el cerebelo 

(Martínez-Lazcano et al., 2007). Esta protección selectiva contra el daño oxidativo 

podria participar determinando la susceptibilidad contra distintos daños cerebrales. 
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Recientemente se estableció la colonia de ratones con mutación nula para la 

nNOS, y se realizó la genotipificación mediante PCR lo cual nos permitió identificar 

ratones con los 3 distintos genotipos: homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y 

homocigotos con mutación nula nNOS (-/-). Los ratones de la colonia mostraron 

una frecuencia mendeliana, y los 3 distintos genotipos fueron viables y fértiles, 

además de presentar las características fenotípicas ya descritas por Martinez-

Lazcano y colaboradores (2007).  

Está ampliamente demostrado que el daño inducido con QUIN en el cuerpo 

estriado se asocia con el incremento en la expresión y actividad de las NOS 

(Santamaría & Ríos, 1991, 1993) y que la inhibición de las mismas es capaz de 

prevenir la conducta de giro y peroxidación de lípidos inducida por QUIN (Pérez-

Severiano et al., 1998., 2002). Lo cual sugiere que el daño neuronal inducido por 

QUIN está asociado con la síntesis excesiva de NO. Estudios in vivo e in vitro 

mostraron que la activación de los receptores NMDA favorece la formación de 

ROS a partir de la NOX2 a través de la vía de señalización NO-cGMP-PKG, y el 

inhibidor específico de la nNOS, 7-Nitroindazol (7-Ni) es capaz de prevenir la 

formación de las ROS (Girouard et al., 2009). 

Existen diversos reportes en los que se demuestra que la sobreactivación de los 

receptores a NMDA participa en eventos de excitotoxicidad mediando muerte 

celular y neurotoxicidad (Choi, 1988; Fisher, 1991; Dawson et al., 1996; Ayata et 

al., 1997). De igual manera está reportado que el QUIN, actúa sobre los 

receptores a NMDA, sobreactivándolos y permitiendo la entrada de Ca2+ a la 

célula, el cual se une a la calmodulina activando la isoforma neuronal de la NOS. 

La activación de la nNOS produce un incremento en la síntesis de NO el cual está 

involucrado en procesos de neurotoxicidad por estrés oxidativo. 

En el presente estudio nosotros demostramos que la falta de la nNOS disminuye 

la conducta de giro y atenúa la disminución de los niveles de GABA, además de 

prevenir el daño oxidativo determinado como PL y formación de ROS en el cuerpo 

estriado posterior a la inyección con QUIN. Existen resultados similares 

demostrados en ratones y cultivos corticales con mutación nula para la nNOS (-/-) 
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tras la exposición a NMDA (Dawson et al., 1996; Ayata et al., 1997), donde se 

muestra una protección ante la ausencia de la nNOS. En nuestros resultados 

observamos que la conservación de los niveles de GABA en los ratones con 

mutación nNOS (-/-) fue suficiente para prevenir la conducta de giro ipsilateral. 
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El hecho que la mutación nula de la nNOS no prevenga la disminución de los 

niveles de GABA, pero atenúe dicha reducción y prevenga el daño oxidativo 

inducido por QUIN, sugiere que el daño oxidativo causado por la producción 

excesiva del NO generado por la nNOS es un evento temprano en la 

degeneración, el cual contribuye exacerbando la muerte neuronal. Sin embargo la 

entrada de Ca2+ tras la activación de los receptores a NMDA, desencadena una 

serie de eventos como la activación de vías de señalización y proteasas 

dependientes de Ca2+, contribuyendo a la muerte neuronal tardía (ver figura 9).  

La inyección intraestriatal con QUIN demostró la activación de caspasa 3 a partir 

de las 12 horas de administración provocando una muerte apoptótica (Qin et al., 

2000). Por otra parte ratas lesionadas intraestriatalmente con QUIN mostraron 

incrementos en la expresión de ARNm de la iNOS a partir de las 12 horas despues 

de la lesión con un máximo a las 24 horas (Aguilera et al., 2007), en nuestros 

resultados no reportamos la presencia de la iNOS ya que no fue posible detectarla 

mediante inmunoblot a las 2 horas posterior a la lesión. En el mismo sentido en el 

modelo con ácido kaínico ratones inyectados intraestriatalmente mostraron el 

incremento en los niveles del ARNm de la iNOS hasta 1 día despues de la lesión 

(Parathath et al., 2007), reflejando el tiempo necesario para que una cantidad 

considerable de glia sea activada. Es así que el NO producido por la iNOS podria 

Figura 9. Esquema que resume el posible proceso de muerte celular 
excitotóxica. a) Ratón homocigoto nNOS (+/+). La sobreactivación de los 
receptores NMDA causa la entrada de calcio al citosol. El Ca2+ estimula la 
actividad de vías de señalización y enzimas con actividad catalítica un proceso 
tardío que contribuye a la muerte celular. La activación de la nNOS y 
producción de radicales libres es un proceso temprano que contribuye a la 
neurodegeneración potencializando el daño a componentes celulares y 
disminuyendo las defensas antioxidantes. b) Ratón con mutación nula nNOS (-
/-). La deficiencia de la nNOS evita la producción de radicales libres, 
disminución de las defensas antioxidantes y por tanto el daño excesivo a 
componentes celulares. La activación de vías de señalzación y enzimas con 
actividad catalítica permanecen activas dando lugar a una muerte neuronal 
tardía. 
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ser el responsable de la degeneración tardía observada en los ratones deficientes 

de la nNOS. 

De acuerdo con reportes anteriores (Huang et al., 1993; Martínez-Lazcano et al., 

2007), no detectamos las presencia de la nNOS por inmunoblot en el cuerpo 

estriado de los ratones con mutación nula nNOS (-/-). Por otra parte se detectó la 

expresión de la eNOS en los 3 distintos genotipos, consistente con los reportes 

anteriores indicando que la expresión de la eNOS es similar en los 3 genotipos 

(Huang et al., 1993; Martínez-Lazcano et al., 2007).  

Después de la inyección con QUIN existe un incremento en la actividad como de 

la cNOS principalmente (Schmidt et al., 1995; Pérez-Severiano et al., 1998). En 

nuestros resultados se muestra que los ratones con mutación nula para la nNOS (-

/-) mostraron una disminución en la actividad de la NOS total en comparación con 

sus hermanos homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-), pero mostraron niveles 

similares en la actividad independiente de Ca2+. Esta diferencia en la actividad 

total de la NOS, se debe a la disminución significativa de la actividad de la NOS 

constitutiva dependiente de Ca2+. 

En nuestros resultados se observa que los ratones de los 3 distintos genotipos 

lesionados intraestriatalmente con QUIN muestran un aumento de la expresión del 

gen htt. Resultados similares a los encontrados por Carlock y Tatter que mostraron 

un aumento en la expresión tanto del ARN mensajero como de la proteína htt en 

respuesta a la sobreestimulación de los receptores NMDA con QUIN (Carlock et 

al., 1995; Tatter et al., 1995). Siendo así que el incremento de la htt en respuesta 

al evento excitotóxico complementaría la hipótesis del grupo de Schwarcz (2009) y 

proveer una explicación parcial para la degeneración específica observada en la 

EH (ver figura 2). Acorde con los resultados demostrados por Guidetti y 

colaboradores (2006), en modelos transgénicos de la EH donde se encontró un 

incremento significativo de 3-HK y QUIN en la corteza y el estriado, regiones 

cerebrales que son particularmente vulnerables. Indicando que el incremento en la 

longitud del tracto de poliglutamina de la htt es requerido para promover niveles 

elevados de QUIN. Además, el hecho que niveles fisiológicos de QUIN puedan 
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causar daño excitotóxico, implica a este metabolito endógeno como posible 

causante de la neuropatología de la EH (Guidetti et al., 2006). Respecto a la 

relación que guardan la htt con la nNOS Li y colaboradores (1996), demostraron 

una relación entre nNOS y la HAP1, una proteína de asocación con la htt que 

posee mayor afinidad a la mhtt, resultando en una interacción aberrante, la cual 

podría causar el incremento en la producción del NO contribuyendo al daño 

neuronal. 

Finalmente, concluimos que en los ratones deficientes de la nNOS existe una 

disminución de la neurotoxicidad inducida por QUIN. Demostrando así que el NO 

participa en el daño neuronal temprano por estrés oxidativo en un modelo de 

excitotoxicidad.  
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