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«s RESUMEN ®

Entre los padecimientos neurodegenerativos que involucran dafio oxidativo por

formacién de radicales llbres se encuentra la enfermedad de Huntington (HD),
padecimiento autosémico dominante que afecta a la poblacidén usualmente en la vida
media (cuarta o quinta década de vida y progresién de entre 10 y 15 afios), con una
sintomatologfa progresiva de incapacidad fisica y mental. La HD afecta a hombres y
mujeres con la misma frecuencia, y su expresién es de entre 5 a 10 individuos por cada
100,000 en la poblaclén mundial.
Se sabe también que el &cido quinolinico (QUIN) es un metabolito enddgeno del L-
triptofano en la via de la kinurenina, un conocido agenista de receptores glutamatérgicos
del tipo N-metfl-D-aspartato, y reconocido modelo experimental de HD en roedores,
debido a que es una molécula que reproduce experimentalmente las caractersticas
bloquimicas histopatolégicas y conductuales de la enfermedad de Huntington. Por su
parte, se ha demostrado la participacién activa del éxido nitrico (NO) como factor de dafio
neuronal en el modelo excitotdxico del QUIN. Sin embargo, el cémo ejerce el NO su
contribucién al dafio evocado por QUIN ain no se ha establecido. Se cree que el NO
podria estar actuando directamente como un radical o blen, podria interactuar con el 16n
superéxido (0;) para generar una molécula mds téxica, el peroxinitrito (ONOQ’). Por o
tanto, fArmacos capaces de catallzar la descomposicién de ONOO" a nitrato, tales como el
5,10,15,20-Tetrakis(Pentafiuorofenil) cloruro de hierro (FeTPPyP), constituyen altemativas
terapéuticas potenclales para el tratamiento de neuropatfas con componentes que
involucren al ONOO".

Con el objeto de dilucidar parte de los mecanismos de dafio oxidativo evocados por
el QUIN en el sistema nervioso central (SNC) y con la finalidad de aportar mas evidenclas
sobre posibles agentes terapéuticos de naturaleza antioxidante a nivel experimental, en el
presente estudio se evalud el efecto del FeTPPyP sobre diferentes marcadores bloquimicos
y moleculares de neurotoxicidad en animales expuestos a una inyeccién intraestriatal
Gnica de QUIN y previamente tratados con FeTPPyP via sistémica. Entre dichos
marcadores estdn: a) La medicién de 3-nitrotirosina (3-NT), como marcador de dafio
mediante andlisis de inmunohistoqulmica, para evidenciar la participacién del peroxinitrito



derivado del 6xido nitrico en el patrén de dafio del QUIN; b) Peroxidacidn lipidica por
fluorescencia; ¢) La cuantificacion de los niveles del acido y-aminobutirico (GABA),
principal neurotransmisor del SNC, involucrado también en este modelo de HD; d) Andlisis
de la conducta rotaclional, parametro que Integra el dafio a nivel periférico.

Entre los resultados obtenidos, se muestra una proteccidn total en los niveles de
peroxidacion lipidica, provistas por el FeTPPyP e inducidas por el QUIN, este resultado se
correlaciona con la tendencia hacia la proteccion, sobre los niveles de GABA. Pero la
evidencia mas clara del efecto protector del FETPPyP, ante el dafio por el QUIN, se
encuentra en la conducta de rotacién debido a que es un pardmetro integrativo y global
del dafio por QUIN donde se Involucra la funcién de los ganglios basales a nivel periférico
y que se refleja en la conducta del animal. Esta evaluacién permite poner de manifiesto un
dafio mas extenso. En donde se observa, una disminucién marcada en la conducta de
rotacion respecto al dafio producido por el QUIN, Finalmente para poner de manifiesto la
participacién del peroxinitrfto y la oportuna intervencidn por parte del FeTPPyP a nivel
celular, se recurrid a la medicidn de fa 3-NT, que es un reconocido marcador de dafio y
presencia de peroxinitrito, en donde se observan cortes de tejido estriatal contrastadas
con hematoxilina, el cerebro de un animal leslonado ¢con QUIN, que revela una marcada
reactividad contra 3-NT, y presencia indirecta del ONOO", comparadas con |a ausencia de
reaccldn en los demas tratamientos.

Estudios previos por parte de nuestro grupo y otros, han sugerido en primera Instancia,
que la mayoria de los marcadores de neurotoxicidad inducidos por QUIN son medlados por
la formacién de radicales libres y el estrés oxidativo.

Por lo tanto la evidencla de la disminucidn de los niveles de peroxinitrito, correlacionada
con los parametros de dafio Inducida por el QUIN, sugieren un papel de proteccin
potencial en procesos patoléglcos. Los resultados encontrados en este trabajo proveen
una evidencia mas de la intervencién del ONOO™ en respuestas al estrés oxidativo, ya sea
via formaclon de especies reactivas del oxigeno o nitrogeno (ROS o RNS) en condiciones
in vivo, por la Intervenclén directa de un fadrmaco que actGa para descomponer al
peroxinitrito, sin la formacidn de otras especles reactivas.



1.0 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (HD)

1.1 ASPECTOS ANATOMICOS DE HD

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

Las anormalidades en el cerebro, de manera general, se caracterizan por
destruccién de tejido del niicleo caudado y putamen, asf como una atrofia cortical general
simétrica, con alargamiento de los ventriculos laterales (Bruyn y cols., 1973; Hayden y
cols., 1981; Von Sattel y cols., 1985). La atrofia cortical es generalmente mas marcada en
la regién frontal, pero puede involucrar al cerebro entero en paclentes con enfermedad
avanzada. Con la extensa degeneracidn del cerebro se presenta una marcada reduccién
del peso cerebral (ver foto), el cual puede ser reducido en 200 g o mas (Robert y cols.,
1998). Se observa ademds una extensa pérdida de células en el estriado, especiaimente
en neuronas pequefias componentes del nicleo caudado y del putamen; sin embargo,
mas tarde, tanto las neuronas pequefias como las largas degeneran (Forno y cols., 1973 y
1979). Se piensa que las neuronas espinosas de tamafio medlo presentan mayores
anormalidades en HD, usualmente con anormalidades dendriticas. En estados avanzados
de la enfermedad, el globo palido tamblén muestra una baja neuronal y encogimlento, y la
baja neuronal en todos los ganglios basales puede eventualmente ser casi completa. Se
nota un incremento, de marcado a moderado, en gifa en las areas afectadas por la pérdida
celular, La reaccidn glial primarlamente es astroglial, pero hay un relativo Incremento en
las células oligodendrogliales. En la corteza cerebral, las células pequefias de las capas
més profundas predominantemente producen el choque del proceso degenerativo, y aqul



se presenta la mayor gliosis, a comparacién de otras areas. Usualmente hay una
disminucién en la flbra mielinizada contenida en el estriado, pero pocas fibras
desmielinizadas escapan a la destruccldn (Robert y cols., 1998).

Otras dreas del cerebro que pueden mostrar pérdida neuronal Incluyen nicleos
ventrolaterales del tilamo, nicleos subtaldmicos, hipotdlamo, tallo cerebral y médula
espinal. Diferentes grados de pérdida neuronal son establecidos en estas areas, junto con
gliosis (Robert y cols., 1998).

En la fotografia se muestra la comparacién entre el corte cerebral coronal de un cerebro
normal (A), y un cerebro con enfermedad de Huntington (B), donde se aprecla el
agrandamiento de los ventriculos, debido a la pérdida de tejido.



1.2 ASPECTOS BIOQUIMICOS DE HD

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

Hablando especificamente de la HD, bioquimicamente se observa un deterioro en el
metabolismo de la glucosa en nicleo caudado, con lo cual se postula una explicacién
parcial para los movimientos involuntarios inducidos por L-dopa al inducir un exceso de
dopamina (hasta un 70 % en putamen, caudado, globo palido medio y lateral, nicleo
acumbens, y sustancia nigra parte compacta) (Martin, 1984). El déficit neuroquimico
incluye GABA, hasta un 60 %, en todas las areas de los ganglios basales (incluyendo el
nicleo caudado, putamen, globo palido, y sustancla nigra), sustancla P, colecistoquinina y
meta-encefalina (Beal y Mazurek, 1986), asl como de otros neurotransmisores
estriatonigrales (Spokes, 1981; Reynolds y Pearson, 1987). La sustancla P es ampllamente
reducida en el globo palido medio, asf como la colecistoquinina en globo pélido y sustancia
nigra, y la meta-encefalina en el globo pdlido medio y lateral, y en ambas areas de
sustancla nigra (Martin, 1984). Entre los desérdenes en el metabolismo de otros
neurgtransmisores se incluyen un incremento de norepinefrina en esta misma #rea, con
una reduccién de la glutamato descarboxilasa (GAD, la enzima de sintesls de GABA), y de
acetilcolina y de su correspondiente enzima de sintesis, la colina-acetil transferesa (CAT),
en cerebros con HD se observa una reducclén del 50 % de su actividad por unidad de
peso en el putamen y nicleo caudado. Esta dltima se ve reducida hasta un 50 % (Bird y
cols., 1974; Mc Geer y cols., 1973). Enna (1985) demostrd que los sitios enlazantes de
GABA en neuronas estriatales no disminuyen mas alld de lo esperado de acuerdo a la
pérdida de células nerviosas, pero ésto no ha sldo suficiente para que el empleo de



farmacos GABA-like contra la HD tengan éxito. En condiciones normales, los niveles de la
enzima colina acetiltransferasa (CAT) son altos en los gangllos basales, particularmente en
el putamen. Los niveles de somatostatina y neuropéptido ¥ estdn increrentados mas de
3 a 5 veces en caudado/putamen y globo pélido, sin cambios en otras areas del cerebro
(Schwarcz y cols,, 1983; Schwarcz y cols., 1984; Wolfensberger y cols,, 1984). Tamblén
hay una pérdida del 50 % de receptores muscarinico-colinérgicos en el estriado y globo
palido (Adams y cols., 1999) (Ver tabla 1).
Para una revisién de los aspectos clinicos mas detallados del padecimiento ver anexo.

1.3 MODELOS EXPERIMENTALES FARMACOLOGICOS DE HD

Debido a que la HD reproduce las caracteristicas bioquimicas especificas mencionadas,
se tiene un punto de partida hacia la Investigacion experimental del mismo. Partiendo de
lo anterior, Schwarez y colaboradores (1983) demostraron que el cido quinolinico (QUIN)
produce lesiones tipo axon-sparing (o de axén preservado) similares a las observadas en
HD. Esas lesiones ocaslonan una disminucién de neurotransmisores en neuronas espinosas
estriatales, entre los que se encuentra el GABA, pero sin afectar dopamina. Posterlormente
se demostrd que el estriado de pacientes con HD, a pesar de la disminuclén de GABA y la
destruccién neuronal, registraba un moderado y paraddjico Incremento tanto de
somatostatina como de neuropéptido Y, en principio atribuldos a una preservacion
selectiva ocasionada baslcamente por una subclase de neuronas espinosas estriatales, a la
cual estos péptidos se encuentran asociados (Aronin y cols., 1983; Beal y col., 1984;
Nemeroft y cols., 1983; Ferrante y cols., 1985; Dawbarn y cols., 1985). Sin embargo Beal
y colaboradores (1986) publicaron un estudlo que confirmé al QUIN como un excelente
modelo de la HD, en donde se resume lo sigulente:

Los siguientes resultados (andlisis Inmunohistoquimicos) fueron obtenidos de un
estudio comparativo entre diferentes compuestos tdxicos (excitadores), e inductores de
dafio al sistema nervioso central de la rata, con el objeto de tratar de encontrar un modelo
experimental farmacolégico de la HD. Compuestos como el acido kalnico (KA), el acido
iboténico (IA), el N-metfl-D-aspartato (NMDA) y el &cido ftalico (PA), fueron todos
comparados contra el &cido quinclinico (QUIN) (Beal y col. 1986).

En un primer experimento se le Inyectd Intraestriatalmente a las ratas el acido
quinolinico a diferentes concentraciones desde 75 hasta 450 nmoles/ul. El resultado fue



una grafica de respuesta dosis-dependiente en donde se aprecia el abatimiento tanto de
GABA como de la inmunoreactividad a sustancia P-lke, pero sin cambios en Ila
somatostatina y el neuropéptido Y. De estos resultados, la dosis de QUIN que reprodujo el
modelo de dafio mas confiable fue de 240 nmoles/ul (Shoulson, 1984).

En un segundo experimento se probaron los otros compuestos, pero Incluyendo al
QUIN, ya con la dosis dptima encontrada, y para los demads, en concentraciones
previamente conocidas para la produccidn de dafio neuronal. Los grupos recibleron écldo
nicotinico (240 nmoles/pl), 4&cido ftalico (240 nmoles/pl), &cido quinolinico (240
nmoles/pl), NMDA (270 nmoles/pl), acido Iboténico (130 nmoles/pl) y acldo kalnico (10
nmoles/pl). Todas las Inyecciones fueron intraestriatales. Todos estos farmacos
demostraron tener un efecto neurotdxico, pero con diferenclas especificas con respecto al
QUIN. En la tabla 1 se resumen los hallazgos de diferentes reportes (Shoulson, 1984). El
cido nicotinico fue administrado como control debido a que estructuralmente es similar al
QUIN, excepto por el grupo carboxilo en la posicion 2 que posee el QUIN en el anillo
piridinico. Ocho animales de cada grupo fueron sacrificados después de 3 semanas y
analizados como en el primer experimento. La evaluacion fue sobre cuerpo estriado
(evaluando alteraciones morfoldgicas y perfiles bloquimicos), mostrando que, para el acido
ftalico y el acldo nicotinico, no hubo alteraciones significativas en la inmunoreactividad a la
somatostatina—like (SLI), al neuropéptido Y-like (NPYLI), a la sustancla P-like, a la
vasopresina-like (VLI). Sin embargo, el resto de los agentes empleados redujeron
sustanclaimente la inmunoreactividad a la sustancia P, a la Ach y al GABA estriatal, tal
como ocurre en la HD (Shoulson, 1984).



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

Molécula Neuroactiva pacientes (HD)  ratas (KA/IA)  ratas (QUIN)
GABA/GAD ¥ ¥ 8 2
Acetilcolina/CAT ¥ v ¢
Sustancia P ¥ ¥ ¥
Dopamina = - -
Vasopresina - - -
Somatostatina + ¥ -
Neuropeéptido Y A ¥ ¥
Y= Disminuye, A= Aumenta , = = 5in camblo
Bruyn y Stoof, (1990): The Quinolinic acid hypothesis in Huntington ‘s Chorea
1. Neurol. Sci. 95: 29-38

A diferencla de los otros agentes, el QUIN no alterd la inmunoreactividad de la
somatostatina ni del neuropéptido Y, de modo muy semejante a lo que ocurre en la HD,
estableciendo asi una selectividad fundamental con respecto a los otros agentes
excitadores (que si los afectan), y proporcionando un patrén de toxicidad mds especifico y
reproducible para modelar esta enfermedad en animales. La necrosis y la degeneracidn
celular caracter(sticas de la HD tamblén han sido reproducidas con preclsién por el QUIN.
De éste estudlo (Beal y cols., 1986) se ha profundizado mdas sobre el QUIN, postuldndolo
coma la excltotoxina capaz de reproducir mas fielmente las caracterfsticas bloquimicas,
histopatologicas y conductuales de la enfermedad (Schwarcz y cols., 1984; Sanberg y
cols., 1989; Bruyn y Stoof, 1990; Hantraye y cols., 1990; Block y cols., 1993). Los efectos
téxicos selectivos conferidos al QUIN son debidos a las caracteristicas que reproduce
cuando se le inyecta /n vivo al cuerpo estriado de rata y de primates no humanos. Dichos
efectos son resumiendo: La disminucién estriatal de GABA y Ach asf como de la actividad
de sus respectivas enzimas de sintesis GAD y CAT, las alteraclones en el movimiento de
los animales lesionados, y |a destruccidn selectiva de neuronas GABAérgicas y colinérgicas
estriatales, dando en conjunto, un patrén de simllitud notable respecto a las alteraciones



presentadas en pacientes con HD (Bruyn y Stoof, 1990). Mas reclentemente, tanto el
QUIN como la via metabdlica de la kinurenina, han sido implicados en la patogénesls de
algunas otras enfermedades neurodegenerativas (Moroni y cols., 1986; Schwarcz y cols.,
1988; Stone y Coonick, 1985), infecciosas e inflamatorias (Heyes y cols., 1990a; Heyes y
Lackner, 1990b; Heyes y cols., 1992a,b,c). Asl mismo, Heyes y colaboradores (1989,
1991) han demostrado que las concentraciones de QUIN estdn incrementados
notablemente en médula espinal de paclentes infectados con VIH. Debldo a los grandes
niveles que se observan en estos pacientes, se pone en evidencia una correlaclén entre el
QUIN y los sintomas y signos patoldgicos del complejo SIDA-demencia, conflriéndole a
esta neurotoxina también una importancia inmunolégica (Stone, 1993).

2.0 ACIDO QUINOLINICO

2.1 QUIN Y REPRODUCCION DE LA ENFERMEDAD

2 .1.1. GENERALIDADES DEL QUIN

El acido 2,3-piridin-dicarboxflico (o QUIN) fue Identificado por primera vez por
Wolfensberger y colaboradores (1984) en tejido cerebral de rata y de humano, y
posteriormente en cerebro de ratdn, conejo, y otros mamfferos pequefios (Moroni y cols,,
1986). En este primer informe (Wolfensberger y cols., 1984) se observé que el QUIN estd
presente preferenclalmente en nicdleo caudado, corteza cerebral y corteza frontal cerebral,
concordando dichas regiones con lo encontrado en tejido cerebral de ratas. £n un segundo
informe (Moroni y cols., 1986), se establece que el QUIN estd presente en corteza
cerebral, cuerpo estriado, hipocampo, diencéfalo, cerebelo y tallo cerebral de varlos
mamfferos, y que su concentracién aumenta directamente con la edad, de manera que en
los animales "senlles" los niveles de dicha toxina son mas altos. Dado que el QUIN puede
estar involucrado en algunos de los procesos de envejecimliento celular relacionados con la
edad, es probable que sea un factor potencialmente activo en la degeneracién neuronal
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espontanea que ocurre durante los cambios fislolégicos vinculados con la edad. Este
hecho es Interesante cuando se considera que los efectos toxicos inducido por este
metabolito enddgeno sdlo se han observado en tefido nervioso maduro (Schwarcz y cols.,
1984), lo que refuerza la tendencia a pensar en un posible vinculo entre las alteraciones
celulares relacionadas a la edad y la sobreproduccién de esta neurotoxina. El incremento
observado en el QUIN se observé preferencialmente en cuerpo estriado y corteza cerebral
{Moronl y cols., 1986), reglones especialmente susceptibles a la toxicidad de este
aminoacido excitotoxico (Beal y cols.,, 1986; Schwarcz y cols., 1984), a los procesos
patoldgicos encontrados en la HD (Buglani y cols., 1984; Martin y Gusella, 1986; Bruyn,
1966; Gravelord y cols., 1985), y a los procesos generales de envejecimiento (Stadman,
2002), existiendo asf multiples puntos de concordancia.

2.1.2. QUIN Y SU ASOCIACION A PATOLOGIAS HUMANAS

La via de la kinurenina y el QUIN, uno de sus productos, juegan un papel
importante en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, y en particular del
complejo SIDA/demencla. Debido a la gran cantidad de procesos oxidativos presentes en
esta via de oxidacién, la generaclén de radicales libres durante dicho proceso es
considerablemente elevada (Vender, 1975). Bajo condidones normales, gran parte del
triptofano catabollzado sigue la vla hasta formar Acetil-coA. Sélo una pequefia proporcién
del metabollsmo diario del triptofano deriva a otros metabolltos. Sin embargo, bajo
condlclones patolégicas de constante disposicién de triptofano, la excrecién de kinurenina
y de metabolitos intermediarios como el QUIN se Incrementa considerablemente (Vender,
1975).

Se sabe que, en el estrlado de rata, el dcido kinurénico bloguea los efectos
neurotdxicos del QUIN en el cerebro (Foster y cols., 1984b; Gulilemin y cols.,2001). Al
QUIN ademas se le ha asoclado con cancer (Harman, 1993) a través de la formacion de
radicales hidroxllo (‘OH) (Platenik y col., 2001). Dado que se ha demostrado que el QUIN

per se induce la formacidn de radicales ‘OH /n vivo en cuerpo estriado de rata (Santamaria
y cols., 2001b).
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El QUIN es sintetizado en microglia y macrdéfagos en el estriado de rata a través de
la 3-hidroxiantranllato oxigenasa, determinada con alta capacidad y baja afinidad para 3-
hidroxlantranllato; asi, los niveles extracelulares de QUIN durante una inflamacion
neuronal son tan altos que promueven la excitotoxicidad (Lehrmann y cols., 2001;
Obrenovitch, 2001). Los astrocitos presentan un papel protector al minirnizar la producclén
de QUIN y maximizando la sintesis de acido kinurénico; sin embargo, en presencla de
macrofagos y/o microglia, los astrocltos se vuelven Indirectamente neurotéxicos por la
produccién de grandes concentraciones de kinurenina que puede ser metabolizada
secundariamente por monocitos Infiltrados o cercanos, quienes formardn QUIN (Guillemin
y cols., 2001).

213 QUINY DESTRUCCION NEURONAL

El QUIN como excitotoxina, al ser infundido intraestriatalmente de manera crénica
y a bajas concentraciones (4-10 nmol/h) Induce una degeneracién de células neuronales
tiempo-dependiente, con una disminucién selectiva de células colinérgicas (Forloni y cols.,
1992). La degeneracién se observa alrededor del silo de Inyeccién. Se ha observado un
incremento en la actividad de las aferentes dopaminérgicas en las fases aguda y subaguda
de la inyeccidn de QUIN, detectdndose ademds un Incremento en los niveles locales de
norepinefrina luego de 4 y 11 dias de la Inyeccion Intraestriatal de QUIN, permaneciendo
sin camblos en los sltios distantes o en los periodos mas cercanos al momento de la
microinyeccldn (Mazzarl y cols., 1986), asl tamblén hay un incremento en la actividad de
la enzima QUIN-fosforibosliltransferasa (enzima que degrada al QUIN) en respuesta a los
eventos neurodegenerativos (Foster y cols., 1985). Se observa ademds una reduccion
dosis-dependiente del contenido estriatal de GABA, luego de una infusion Intraestriatal de
QUIN (Harris y cols., 1998). La Inyeccién de QUIN en cuerpo estriado no altera los sltios
distantes a la inyeccion, Un incremento agudo en las concentraciones de QUIN conduce a
un aumento en la actividad nigroestriatal mediada por estimulacidn excesiva de neuronas,
mientras que los cambios subsecuentes, se deben a las reacciones locales de las
terminales nerviosas dopaminérgicas, secundarias a la degeneracion neural en el estriado
(Foster y cols., 1984a).



2.1.4. QUIN Y RECEPTORES NMDA

Desde hace tlempo se ha establecido que la acclén excitotdxica del QUIN en
estriado estd mediada por los receptores tipo NMDA, y su acclén es antagonizada por
magnesio y aminofosfonatos. La estimulacidn del receptor NMDA por QUIN en estrlado de
rata produce desérdenes metabdlicos diversos: reducclén del consumo de O, mitocondnial,
disminucién de los niveles de ATP y NAD, asf como de las concentraciones de aspartato y
glutamato (Bordelon y cols., 1997). Ademds, reproduce el patrén de la pérdida de células
neuronales caracterfstica de la HD (Bordelon y cols., 1997; el-Defrawy y cols., 1986). Hay
tamblén una reduccibn de la actividad de la glutatdn reductasa, observada en
experimentos en ratas, que sugiere una causa o factor de contribuclén al déficit observado
en la disponibilidad del glutatién inducida por QUIN (Aguado y cols., 2000).

2.1.5 ESQUEMA DE EVENTOS NEURQOTOXICOS DEL QUIN

Se ha visto que la peroxidacién lipidica inducida por QUIN involucra una
selectividad regional y puede ser prevenida parcialmente por antagonistas de receptores
para NMDA (Rodriguez-Martinez y cols, 2000; Santamarfa y cols., 2001a). Existen
evidenclas de que el QUIN per se Induce la formacién de radicales ‘OH i vivo en cuerpo
estriado de rata durante los primeros estadlos de toxicidad aguda (Santamaria y cols.,
2001b); quiza por ello, algunas de las defensas antioxidantes endégenas se han visto
modificadas por la administracién de la toxina. Mientras que la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx) y de la SOD dependiente de manganeso (Mn-SOD) permanecen sin
cambios por efecto del QUIN, la actividad de la SOD dependiente de Cu**/Zn** (Cu, Zn-
50D) disminuye significativamente, asi como ocurre con el sistema antioxidante enddgeno
conformado por glutatidn-reducido:glutatién-oxidado (GSH/GSSG). Se establece, de este
modo, la capacidad del QUIN para inducir dafio neuronal a través de la formacién de
radicales libres y el abatimiento de los sistemas antioxldantes endbgenos mas relevantes
(Rodriguez y cols., 2000; Santamaria y cols., 2001a; Santamaria y cols., 2001b)



3.0 OXIDO NITRICO

3.1 ANTECEDENTES

La generacidén de Oxidos de nitrégeno por células de marniferos fue descrita a

principlo del siglo XX por Mitchell y colaboradores (revisado por Guzmdén J.-Apraku
A.1999). Sin embargo, se generd poco Interés respecto de su rol en sistemas bloldglcos y
en el ser humano particularmente. 60 afios después, se obtuvieron los slgulentes
descubrimientos de Importancia en biologla humana. La mayorfa de los estudlos hechos
durante este perfodo se concentraron a la parte relativa de los Oxidos de nitrédgeno
enfocado, hacla las enfermedades pulmonares, como resultado de la exposicién a la
contaminacién amblental .
A finales de los 70's y principlo de los 80's, se descubrld la formacién bioldgica de NO en
macréfagos, endotello y neuronas; también se descubrieron los roles fisiologicos
correspondientes a este gas como un modulador de la funcién inmune, tono vascular y
neurotransmisor (Fortesmann y col., 1995a; Moncada y col., 1991; Nathan y Xie , 1994a;
Stuehr y Griffith, 1992), respectivamente, abriendo el horlzonte de una era nueva para la
biologla de mamiferos.

3.1.1 FORMACION

La Oxido Nitrico Sintasa (NOS) es una hemoproteina que cataliza la  oxidacién
dependiente de calmodulina de uno de los grupos guanidino terminal de L-arginina,
resultando en la formacidn estequiométrica de L-cltrulina y NO (Stuerh y Griffith, 1992).
Esta reaccién Involucra la transferencia de 5 e del oxigeno molecular (O,), hacia el
Nitrégeno del sustrato guanidino y requlere Nicotinadeninadinucledtido Fosfato Reducido
(NADPH) como cosustrato y Tetrahidrobiopteridina (BH,), Flavinadeninadinucleotido (FAD)
y FMN como cofactores (Stuerh y Griffith, 1992). La oxldacion de L-Arginina ocurre en dos
fases: La primer fase involucra la hidroxilacidn de L-arginina al producto intermediario A*-
L-Hidroxiarginina (OHArg) (Marletta, 1993), de manera parecida a la hidroxilaclén de la
citocromo P-450, consumlendo 1 mol de NADPH y posiblemente Involucrando al hierro



hemo de NOS. En la fase II, el OHArg es oxidado a L-citrulina en una reaccién
dependiente de BH, que consume otra mol de NADPH como agente reductor y libera NO
(Marletta, 1993). En ausencia de L-arginina y BH,, la activacién de O, molecular por NOS
resulta en una reducclén divalente de Q; y se forma ‘05 y H,0, (Zweler y cols, 1988)
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Grafica 2 sintesis de NO



3.1.2 ISOFORMAS DE NOS

Existen 3 Isoformas para la familia de enzimas NOS, cada una codificada en diferentes
reglones genéticas (Forstermann y cols. 1995a; Nathan y Xle, 1994b). De acuerdo a su
modo de activacion éstas pueden ser agrupadas en constitutivas (dependientes de Ca™*-
calmodulina), o Induclbles (Independientes de Ca**-calmodulina). De acuerdo a la
siguiente tabla se resumen sus caracterfsticas y nombres:

isoforma Otros nombres| Caracterlsticas enzimaticas
NOS neuronal |nNOS 150-160 Kda
bNOS Citosélica y enlazado a membrana
cNOS Expresién constitutiva
ncNOS Dependiente de Ca?*-calmodulina
becNOS Baja produccién de NO
NOS 1 Dominio N término PDZ
NOS I Célula prototipo: neurona
NOS inducible |INOS 125-135 Kda
macNOS Predominantemente citosélico
hepNOS Expresidn induclble
NOS 2 Independiente de Ca**-calmodulina
NOS II Alta produccién de NO
Célula prototipo: macréfagos
NOS endotelial | eNOS 135 Kda
cNQOS Enlazado a membrana
ecNOS Expresion constitutiva
NOS 3 Dependlente de Ca**-calmodulina
NOS 11 Baja produccion de NO
Célula prototipo : endotelio

Grafica 3 ISOZIMAS DE NOS (Fortesmann y cols., 19953)

En su estado activo, las tres isoformas son homodimeros de subunidades alineadas de 130
y 160 KDa (Bredt y cols 1991; Xie y cols., 1992), la dimerizacion activa la sintesls de NO al



permitlr la transferencia de electrones entre el dominios reductasa a oxigenasa (Siddhanta
y cols.,, 1996). El grupo hemo y BH, contenidos dentro del dominio oxigenasa
aparentemente son esenciales para la dimerizacién enzimatica que ocurre (Cho y cols.,
1995 ; Klatt y cols. 1996). Interesantemente la L-arginina altera el equilibrio de la enzima
hemo del hierro, incrementando la oxidacién de NADPH y promoviendo el ensamble de los
dimeros activos a partir de los mondmeros inactivos y este tipo de comportamiento lleva a
pensar que la sintesls de NO probablemente sea por retroalimentacién (Sennequler y
Stuehr, 1996). Inversamente, el NO parece Interferir con el ensamble Intracelular de NOS
dimérico al evitar la insercién del hemo y disminuir la cantidad de hemo disponible, un
efecto que podrla representar una inhibicién por retroalimentacién que limitara fa actividad
de NOS(Albakrl y Stuehr, 1996). Una regldn se enlaza a Calmodulina (CaM) en todas las
Isoformas de NOS entre los dominios oxigenasa y reductasa (Anagli y cols 1995; Bredt y
cols., 1992). El enlace de CaM a NOS, aparentemente Induce un camblo conformacional,
que es seguida por un flujo de electrones de NADPH a FAD, FMN y hemo(Marletta, 1993,
1994b y Su, y cols., 1995). En tanto que el enlace entre CaM y ¢NOS es dependiente de
calcio y regulado por la actlvidad enzimatica, la formacién de INOS requiere de un
complejo muy estrecho con CaM pero depende muy poco de calcio, lo cual hace que sea
practicamente Independiente de calcio ( Marletta, 1994b; Xie y Nathan, 1994).

3.1.3 DISTRIBUCION

La eNOS se encuentra enlazado a la membrana de varios tipos de arterias y células
endotellales venosas, misculo esqueletico asociado a mitocondrla (Pollock y cols., 1993).

La INOS se encuentra en distintos tipos celulares, que van desde macréfagos,
hepatocitos, miocitos, osteocitos, células del musculo liso, eplteliales, de Kupffer,
microglia, condrocitos y epiteliales. (Forstermann y col. 1995a). La nNOS se expresa en
terminales sindpticas de neuronas no colinérgicas y no adrenérgicas a través de todo el
cuerpo incluyendo los tractos respiratorios, urogenitales, gastrointestinal, en ciertas dreas
del corddn espinal, en ganglios simpéaticos v glandulas adrenales, en una variedad de
células epiteliales, en células maculo-densas del rifion, Isldtes pancreaticos y musculo
esquelético de ratas y humanos (Forstermann y col.1995b; Nathan-Xie, 1994a; Zhang y
col., 1993).
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4.0 PEROXINITRITO (ONOO)

4.1 GENERALIDADES

Después del descubrimiento del ‘NO y del ‘O;, se Hevaron a cabo estudios que
relacionaban a ambas especles con roles blolégicos. En 1990 Beckman y cols, (1990)
publicd un documento, en el cual se sugerfa que los radicales 'NO y 'O podrfan
combinarse y formar al I6n ONOO" y que el 4cido peroxinitroso (ONOOH) es una fuente de
radicales hidroxllo (‘OH) con actividad bloldgica. En 1991 Radi y cols. (1991), tamblén
suglrlé la posibliidad de que esa especie explicara en parte la toxicidad relacionada con su
excesiva produccion en sistemas biol6gicos. A partir de esos y otros estudios mas, se ha
derivado la idea de que el ONOO™ esta implicado en una creclente lista de procesos
bioldgicos, entre otros, las enfermedades neurodegenerativas, debldo a que es un
poderoso oxidante, mas reactlvo que sus precursores radicales, ademas de formar otras
especies igualmente oxidantes.

4.2 FORMACION DEL ONOO™ IN VIVO

El peroxinitrito es el producto de la reaccion de recombinacién entre las siguientes
especies: 'NO + 'O, — ONOO (1)
Con un rango constante de formacion aito (Huie y Padmaja, 1993)

Sin embargo el peroxinitrito se encuentra en equilibrio con el acido peroxinitroso de
acuerdo a la siguiente reaccion : ONOO + H' & ONOQOH (2)

El ‘NO es un gas neutro e hidrofdbico, capaz de cruzar las membranas lipidicas, mientras
que el 'O; es un anidn a pH neutro (pKa = 4.8), la formacion del peroxinitrito ocurrira
predominantemente en el sitio de formacién del "O;; posteriormente el ONOQ" cruzara la

membrana por difusion pasiva como acido conjugado (ONOOH, pKa=6.8)
o en forma anidnica, a través de canales anidnicos (Denicola y cols., 1998).

El ONOO es relativamente estable, por lo tanto el ONOOH se homoliza para formar
biéxido de nitrégeno ('NO;) y "OH . Iniclalmente formados en un medio solvente, el 70%



de los radicales se recombinan para formar nitrato (NO5), mientras que el 30% escapa
para formar "OH libre y radicales biéxido de nitrégeno (‘NO;) (Beckam y cols., 1990;
Augusto y cols.,, 1994 ; Radi y cols 2001). El principal producto de formacién de la
reconversién del ONOO™ en ausencia de blancos es el nitrito (NO,’) (Anbar y Taube, 1954;
Bohle y Hansert, 1997), mientras que productos de la reacclén secundaria tamblén pueden
formar NO; y bidxido (NO,), particularmente a pH alcalino (Coddington y cols., 1999;
Pfeiffer y cols., 2000;).

El ONOO™ es més reactivo que sus precursores con potenclal de reduccién de 1 y 2
electrones de E°[ONOO", 2H"/ "NO,, H,0] = 1.6-1.7 V y E* [ONOQ", 2H'/ NO;, H,0] =
1.3-1.37V respectivamente (Merenyi y Lind, 2000; Koppenol y cols., 1996), por lo tanto el
peroxinitrito es un fuerte oxidante, por lo que es capaz de oxidar un amplio rango de
blomoléculas.

4.2.1 TOXICIDAD

El peroxinltrito provoca la oxldacién de tioles (Radl y cols 1991), sulfuros (Padmaja
y cols. 1996), complejos de metales de transicién (Goldsteln y Czapski, 1995), ascorbato
(Barlett y cols. 1995), olefinas, bencenos, fenoles (Halfpenny y Robinson, 1992;
Ischiropoulos y cols., 1992), y otros compuestos aromaticos descritos. El peroxinitrito es
un oxidante particularmente efectivo de moléculas aromdticas y compuestos
organosulfurados que incluyen aminodcidos libres y residuos peptidicos (Szabé y cols
1997). La cisteina y el glutatién son componentes importantes en sistemas antioxidantes
que son convertidos a disulfuros. La metionina es convertida a sulféxido o es fragmentado
a etileno y dimetilsulféxido, a su vez el dimetilsulféxido es oxidado a formaldehido. La
tirosina y el triptéfano bajo oxidaciones de un electrén a radicales catién, los cuales
compiten para hidroxilar, nitrar y dimerizar (Ischiropoulos y cols., 1992). Los nucledtidos
de purlna son vulnerables a la oxidacién y forman aductos (Douki y Cadet, 1996). La
formacién de la 3-nitrotirosina es particularmente favorable y la aparicion del producto en

muestras bioldgicas es tomado como diagndstico de exposicion al peroxinitrito.

En sistemas /n vitro , el peroxinitrito tlene una alta reactividad, que Incluye una rapida
oxidacion a grupos sulfhidrilos y tioeteres como también nitracién e hidroxllacién a
compuestos aromaticos, incluyendo tirosina, triptéfano y guanina. Mientras la reaccién con



grupos sulfhidrilos es directa con el peroxinitrito, la nitracidn de tirosina probablemente
esté asoclada con la formacién del catién nitrosonio (NO;™) intermediarlo. La deteccién de
3-nitrotirosina por técnicas anallticas e Inmunoldgicas ha establecldo que el marcador
Incrementado en la nitracldn de nitrotirosina ocurre en una cantidad Importante de
patologias (Greenacre e Ischiropoulos, 2001). Otras reacciones como la reaccién
catalizada por la mieloperoxidasa puede también contribulr a la nitracién de nitrotirosina,
también en estados patoldgicos (Halliwell, 1997).

Las diversas reacciones del peroxinitrito, cuando ocurren durante la reaccién con enzimas,
macromoléculas y lipidos, han demostrado Influencla en las funciones celulares. Por lo
tanto la nitracldn de tirosina puede llevar a la disfuncién de las protelnas nitradas como ha
sido evidenclado en el caso de la SOD, actina, trosina hidroxilasa neuronal, cltocromo P-
450 y prostaciclina sintasa (Greenacre e Ischiropoulos, 2001). La oxidacién de los grupos
sulfhidrilos es critico y es la razén directa de la Inhiblclén de la mitocondria mediante la
aconltasa citosodlica (Hausladen y Fridovich, 1994). Existe también evidencia de que el
peroxinitrito puede causar modificacién covalente de un sltio tidl activo del gliceraldehido
3- fosfato deshidrogenasa (Mohr y cols. 1994), el peroxinitrito tamblén media la nitracién
de la actividad de la creat/n cinasa miofibrilar, que puede llevar a la disfuncién contractil
del corazén (Mihm y cols., 2001). Ei peroxinitrito también inhibe una varledad de bombas
i6nicas Incluyendo las bombas de calclo (Klebl y cols. 1998), y sodio/potasio (Murlel y
Sandoval, 2000).

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

Recientemente se ha descubierto que el peroxinitrito potencializa la oxidacién de ciertas
moléculas. La oxidacldn medlada por peroxinitrito de tetrahldroblopterinas (BH,) a la
forma quinonoide de 5,6-dihidrobiopteridinas ha sido demostrada /n vivo. Una proporcidn
larga de los isémeros quinonoideos se pierde rapidamente dentro de la cadena para
formar 7,8-dihidrobipteridina el cual no es un cofactor de NOS, asf tanto en el endotelio
celular y otros tipos celulares, con niveles bajos de BH, patofisiologicos, se puede
promover un ciclo para su propla destruccion mediada por la formacién de NOS
dependiente del peroxinitrito (Milstein y Katusic, 1999). Este mecanismo puede contribulr
a la disfuncidn vascular endotellal Inducida por estrés oxidativo en varias enfermedades.



Es importante hacer notar que el peroxinitrito puede dafiar moléculas antioxidantes, como

fa MnSOD (Ischioropoulos y cols.,, 1992; MacMillan-Crow y cols., 1998), glutaredoxin
(Aykac- Toker y cols.,, 2001) y otras como el glutation (Cuzzocrea y cols., 1998). El
peroxinitrito también puede ocasionar dafio a nivel genético por rupturas y deaminaclén al
DNA(Rojas-Walker y cols., 1995)

Esquema del Peroxinitrito:

NITRACION

REACCION SOBRE BLANCOS BIOLOGICOS

H+ + NO-J
ONOOH———— [ ‘OH.....’NO3] 4-011 +'NO,
+H/' \\L.
0, + No—QONQO" ‘CO + 'NOz/
+ &
ONOOCO; ———CO's....."NO;) CO, + NO3
INOCUOS

Grafica 4 Eféctos del peroxinitrito
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5.0 METALOPORFIRINAS (FeTPPyP)

La capacidad de catdlisis sobre los peréxidos por parte de las metaloporfirinas es
evidenciada entre otros investigadores por Traylor y cols. (1992), al demostrar la
descomposicion de perdxidos con compuestos anillados.

El trabajar con el 5,10,15,20-Tetrakis (pentafluorofenit) porfirin cloruro de fierro III
{FeTPPyP) y otras porfirinas electronegativamente sustituidas, llega a producir de 60 a
100% de rupturas de anillos epdxidos hidroperoxilados, como principlo para demostrar el
efecto catalizante (en este caso de ruptura) sobre los perdxidos, ademds de demostrar
también que sus productos de descomposicién no forman radicales libres, ya que se
favorecen fuertemente rupturas heterolfticas sobre las homolfticas en medios protonados
(Traylor y cols.,1992). Se sabe también que otras ferro-protelnas, tales como el Fe(III)-
5,10,15,20-Tetrakis (N-metil-4"-piridil) porfirinato  (FeTMPyP), pueden catalizar la
descomposicién de ONOO™ a nitrato (Stern y cols., 1996; Hunt y col., 1997; Imam y cols,
1999). En consecuencia, las metaloporfirinas pueden ser empleadas como agentes
terapéuticos potenciales para procesos Inflamatorios y enfermedades neurodegenerativas
que involucren la formacidn de especies reactivas (Salveminl y cols., 1998; Stern y
cols.,1996; Imam y cols.,1999).

Todos estos antecedentes sugleren que el empleo del FeTPPyP para el tratamiento
de los eventos toxicos que pudieran generarse a partir de procesos excitotdxicos
constituyen esencialmente un reto farmacoldgico interesante y que su abordaje en el
modelo experimental de la HD producido por el QUIN puede proveer informacidn
importante sobre los mecanismos via especies reactivas (NO y ONOQ") de dafio neuronal
involucrados en esta neuropatfa y sobre el disefio y orlentacién de sus posible alternativas
terapéuticas,
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6.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El QUIN Induce un evento neurotéxico generado a partir de un proceso excitotéxico
debldo a dos princlpales vias de dafio: primero, por una activacién de receptores NMDA,
que provoca una entrada masiva de caiclo, mismo que dispara procesos dependientes de
calclo, como Ca~calmodulina, que activa la sintesis de NOS, con la sintesis concomitante
de NO . Y segundo, generando especies reactivas por si mismo, via reaccién de Fenton
(Platenik y col. 2001)

QUIN »receptores NMDA
l / éaﬂ \
RL Procesos dependientes de Ca Ca-CAM—* NOS

‘OH -, Daflo, muerte celular
NO-

» \
ONOO +— - toxico protege
m@ *AGENTE PROTECTOR
*FTPPyP "NO; —————""== sobrevida neuronal
Grafica 5 Planteamiento del problema.

Por lo tanto si el anién peroxinltrito se encuentra involucrado en este patrén de dafio via
radicales libres, entonces el empleo de el FeTPPyP como Isomerizador del peroxinitrito,
debe atenuar la neurotoxicldad, producida por el QUIN., de ser clerto lo anterlor se podria
sugerir el eventual disefio y orientacion de sus posible alternativas terapéuticas, aparte de

dariflcar ain mas el mecanismo por el cual el QUIN produce dicha neurotoxicidad.
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«s HIPOTESIS ®»
II

Debido a que el QUIN se emplea para la induccién de un modelo experimental de la
enfermedad de Huntington, reproduclendo sus pardmetros bloguimicos, histopatoldgicos y
conductuales en ratas, ademéas de sef un bien docurmmentado metabolito endégeno del
triptofano y potente agente prooxidante, se propone que el pretratamiento agudo con el
FeTPPyP atenuara la neurotoxicidad estriatal producida por el QUIN reduciendo el dafio
provocado por las especies reactlvas de oxigeno y del nitrégeno, evidenciando asf la
participacion del estrés oxidante y nitrérgico mediado por el peroxinitrito en el patrén de
neurctoxicidad evocado por el QUIN.
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s OBJETIVOS »
III

GENERAL

Caracterizar los efectos de la administracién aguda del FeTPPyP como pretratamiento
sobre diferentes marcadores de neurotoxicldad y dafio oxidativo evocados por la
administracidn Intraestriatal de QUIN a ratas, y evidenclar la posible participacién del
peroxinitrito en un modelo experimental de la HD.

PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del pretratamiento con FeTPPyP sobre la peroxidacién lipldica
producida por el QUIN en el cuerpo estriado de rata.

2. Evaluar el efecto del pretratamlento con FeTPPyP sobre el patrén conductual de
rotacion producido por la administracldn intraestriatal de QUIN a ratas.,

3. Evaluar el efecto del pretratamlento con FeTPPyP sobre los niveles estriatales de acldo
y-aminobutirico (GABA) en animales lesionados Intraestriatalmente con QUIN.

4. Evaluar el efecto del pretratamiento con FETPPyP sobre la formacion de 3-NT, inducida
por QUIN en cuerpo estriado de rata,
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s MATERIALES Y METODOS
IV

1. REACTIVOS Y ANIMALES

Se usé agua desionizada para la preparacién de todos los reactivos y soluciones. El
QUIN, el 5,10,15,20-Tetrakls (pentafluorofenil)-21H,23H-Porflrincloruro  de  Flerro
(IIT)(FeTPPyP), la apomorfina (APO), la albimina bovina, el HEPES, el o-phtaldehido
(OPA), el 2-mercaptoetanol, el acido 3-mercaptopropiénico (3-MPA), un kit de estdndares
de L-aminodacidos para cromatografia de liquidos y la formalina, se obtuvieron todos de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). La parafina de inclusién de Oxford Labware (St.
Louis, MO, USA). El resto de los reactivos, incluyendo solventes, fueron obtenidos de otras
conocidas casas comerciales (E. Merck, México y 1.T. Baker, México). El anticuerpo
policlonal de conejo contra nitrotirosina se obtuvo de Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY, USA).

Se emplearon ratas Wistar machos (250-300 g), las cuales fueron obtenidas de!
Bioterio del I.N.N.N. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico (5 por caja), con
disponibilidad de agua y alimento ad /ibiturn, y bajo condiciones constantes de luz (ciclos
de 12:12 hrs. de luz: obscuridad), temperatura (25 + 3°C) y humedad.
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2. TECNICAS

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

Formacién de 4 grupos experimentales de animales y
administracién de FeTPPyP o sol.
salina 2 horas antes del QUIN (Imam y cols., 19499)
2hr

Microinyeccidn Intraestriatal estereotdxica
de QUIN o sol. salina (240 nmol/ul).

1
Obtencién de tejldo estriatal Evaluacién de la conducta
2 hrs después de la lesién de rotacién 6 dias después
(Norman y col., 1990)

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

Detecclon de niveles estriatales de GABA
por HPLC 1 dia después de la prueba
conductual (Smith y Panico, 1985)

Andlisls Inmunohistoquimico de la
3-NT ( Barrera y cols., 2003 )

Diagrama de flujo del disefio experimental
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1. PRETRATAMIENTO DE LOS ANIMALES CON FeTPPyP E
INYECCION INTRAESTRIATAL CON QUIN

Todos los experimentos se realizaron en el Lab. de Aminoacidos Excitadores del
I.N.N.N.. Se disefiaron 4 grupos experimentales:
1) soluclén salina (S.S.) intraperitoneal (1.p.) + S.5. Intraestriatal (i.e.)
2) FeTPPyP (10 mg /Kg i.p.) + S.5. (l.e.)
3) S.S. (I.p.) + QUIN (i.e.)
4) FeTPPyP (10mg /Kg i.p.) + QUIN (l.e.).

La solucién administrada por via intraperitoneal, segln el grupo, fue inyectada dos
horas antes de la inyeccién i.e. con QUIN o salina. Cumplido el tiempo, las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sodico- (0.2 mi/250 g de peso) e Inyectadas unilateral y
estereotAxicamente (coordenadas de acuerdo al Atlas esterotéxico de cerebro de rata de
Paxinos y Watson, 1894) en el estrlado derecho (caudado/putamen) con S.S. (pH 7.4) ¢
QUIN (240 nmol/ul, pH 7.4), segin el grupo de tratamiento. La inyeccién en estrlado se
realizd en un lapso de 2 min, y se mantuvo la aguja en la zona de lesién por 2 min. mas
para permitir la adecuada difusion de la solucién Inyectada.

2. PEROXIDACION DE LIPIDOS

(METODO FLUOROMETRICO)

Se desarrolld el método fluorométrico de deteccién de productos de la peroxidacién
modificado por Santamaria y Rios (1993) a partir de un reporte original de Triggs y
Willmore (1984). Dos horas después de la Inyeccién estriatal de QUIN a las ratas, se
midieron los productos fluorescentes derlvados de la peroxidacién, segln los siguientes
pasos:

A) El tejido estriatal extraldo se pesado y se homogeniza en 3 mi de soluclén sallna

(0.9 % NaCl).

B) A 1.0 mi del homogenado se adicionan 4.0 ml de una mezcla cloroformo:metanol

(relacion 2:1, v:v), y se mezclan vigorosamente por 60 segundos

27



C) Se dejan reposar los tubos en hielo durante 45 min protegidos de la luz y la fase
lipidica (correspondiente a la fraccidn cloroférmica) se separa por extraccién de la
fase metandlica, la cual se desecha.

D) Se procede a la medicidn de la sefial de fluorescencia en cada muestra en un
espectrofotdmetro de luminescencia Perkin-Elmer LS50B, a longitudes de onda de
excitacién de 370 nm y de emisién de 430 nm, con un ancho de banda de 15 nm
(la sensibilidad de espectrdmetro fue ajustada previamente con un estindar
fluorescente de quinina (0.1 ug/ml) en &cido sulfurico 0.05 M, a 300 unidades).

E) Los resultados se expresan en unidades de fluorescencla/g de tejido fresco.

3. CONDUCTA DE ROTACION

A) En lotes Independientes de animales sometidos a los mismos tratamlentos, al sexto dia
de la administracién i.e. de QUIN, los animales fueron administrados con apomorfina
(APO, 1.0 mg/kg, s.c.) y se procedié a la evaluacién conductual (Schwarez y cols.,
1979; Norman y cols., 1990).

B) Cada animal se separd y se mantuvo en forma individual en cajas de acrilico para su
observacion.

C) Cinco minutos después, se reglstré el numero total de giros Ipsilaterales de c/animal
durante 60 min. Cada rotacidn se definié como un giro completo de 360° sobre sus
patas traseras. La APO, como agonista dopaminérgico, produce una conducta de
rotacion caracterfstica de lesiones estriatales unilaterales; en este caso, los giros fueron
ipsilaterales al lado lesionado, como otros ya han reportado (Susel y cols., 1989;
Santamaria y Rios, 1993; Santamaria y cols., 1996; Santamarfa y cols., 1997).

D) Los resultados finales se expresaron como No. de giros ipsilaterales/hr.

4. CONTENIDO ESTRIATAL DE GABA

la estimacién del contenido estriatal de GABA se desarrolld en los diferentes

grupos experimentales, de acuerdo al método reportado por Santamaria y cols., (1996 y
1997).
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A) Siete dias después de la administracion Le. del QUIN, todos los animales se inyectaron
con un Inhibidor de la actividad de la glutamato descarboxilasa (GAD), el acido 3-
mercaptopropiénico (3-MPA) (1.2 mmol/kg, iv.). Esto se realizd con la finalidad de
prevenir un incremento postmortem de GABA en las muestras (van der Heyden y Korf,
1978).

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

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

D) Las muestras se centrifugaron durante 15 min. a 3,000 X g.

E) El sobrenadante se almacené a -40°C hasta el andlisis cromatografico.

El analisis cromatogréfico se reallzé por HPLC con deteccidn fluorométrica por una
reacclén de derivatizacién (Fleury y Ashley, 1983; Smith y Panico, 1985). Se emple6 un
programa de gradiente lineal de 10 a 65 % de metanol bajo las siguientes condiciones:

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

B) Se inyectaron 20 pl de la mezcla anterior en un cromatégrafo de liquidos BAS CC-5, el
cual contenfa una columna de fase reversa OPA-HS Alltech. La mezcla de gradiente
consistié de solucién amortiguadora de acetato sédico 50 mM (pH 5.9) + 1.5 % viv de
tetrahidrofurano y metanol grado HPLC. Se empled un detector de fluorescencia BAS
FL-45A.

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

5. DETECCION DE 3-NITROTIROSINA (3-NT)

El analisis de 3-NT se desarrolld por inmunohistoquimica modificado por Barrera y cols.,
(2003). Dos horas después de la inyeccion intraestriatal de QUIN a las ratas, se sacrifican
y se procede a extraer el estriado del lado lesionado; se fijan, (mantenidos en solucldn de
formalina) hasta el andlisis posterior segun los siguientes pasos:

29



A) Se someten individualmente a una solucién de etanol 100% durante una hora, en
tres repeticiones suceslvas (bafios distintos), con el objeto de desplazar al fijador.

B) Se someten de manera semejante a una solucién de xllol en otros tres bafos una
hora c/u con el objeto de desplazar al etanal.

C) Después de la deshidratacién en los bafios, se procede a Ia Inclusién en parafina
liquida.

D) El cuerpo estriado va incluido en parafina, se rebana en un microtomo en
secclones de 4 pm de espesor después de lo cual se pasan a un bafio de flotacién
(agua con grenetina) a una temperatura de 40-45° con el objeto de que los cortes
que estan plegados se extiendan y se logre su adheslén al portaojetos.

E) Se deja secar cada portaobjetos.

F) Para desparafinar los tejidos, primero son sumergidos 2 veces en xilol 5 minutos
cada bafio, luego se inicia el proceso de hidratacién: Xilol-alcohol: 1:1 (2 bafios), el
primero es con alcohol 100%, el sequndo con alcohol 96%, finalmente en un bafio
con agua deslonlzada por el mismo tiempo,

G) Se contrasta con hematoxilina y se inhibe la peroxidasa endégena, mediante Ia
adicién de peréxido de metanol (6ml /40mil).

H) Se bloquea con albumina 3%, 30 min.

I) Se enjuaga en una solucién de PBS y se adiciona el anticuerpo secundario
(antinitrotirosina) en solucidén que contiene albumina 1%.

J) Se exponen por un dia y se procede al andlisis visual en microscopio de luz.
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s RESULTADOS »
\'}

1.  PEROXIDACION ESTRIATAL DE LIPIDOS

Se presentan resultados de [a lipoperoxidacidén estriatal de animales tratados con
QUIN y FeTPPyP (Grafica 1)

Se observa un incremento de 42% de lipoperoxidacidn Induclda por QUIN con
respecto al control, mientras que el FeTPPyP previene esa tendencla. El dato del
tratamlento sdlo con FeTPPYP muestra un aumento no significativo del 20% respecto al
grupo control.

EFECTO DEL FeTPPyP SOBRE LA LIPOPEROXIDACION
INDUCIDA POR QUIN
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El andlisls estad(stico se realizd medlante un ANOVA simple, seguido por una prueba de
Tukey. Con n entre 5y 6 ratas
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2. EFECTO DEL TETRAKIS EN LOS NIVELES
ESTRIATALES DE GABA

Se presentan datos de los niveles estriatales de GABA en animales tratados con
QUIN y TETRAKIS; y los resultados estan dados en (ug/g de tejido/ml).

Los cambios inducidos por QUIN en el contenido estriatal de GABA se muestran en
la grdfica 2. El QUIN produjo una disminucién significativa de -50% ws el control en los
niveles de GABA, milentras que el grupo de FeTPPyP+QUIN atenud el efecto del QUIN
Incrementando su valor en un 33.34% respecto al control, ejerclendo una tendencia hacia

la protecclén.

EFECTO DEL FeTPPyP SOBRE LOS NIVELES
DE GABA ABATIDOS POR QUIN
o 0.35
2 03 x
S 0.25 -
25 02
D 0.15
8 & 01
005 1 4 "l e
g 0 gl fi f‘#
control  FeTPPyP1 QUIN QUIN+FeTPPyP
*p<0.01 wsel control, y **p<0.05 vs el control
Gréfica 2

E! andlisis estadistico realizado fue ANOVA simple seguido por la prueba de Dunnett. Con
n entre 5y 7 ratas '
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3. EFECTO DEL TETRAKIS SOBRE LA CONDUCTA DE
ROTACION INDUCIDA POR QUIN

En la grifica 3 se presentan los resultados de la conducta de rotacién en animales
tratados con QUIN y FeTPPyP, y se reporta como el nimero de glros Ipsilaterales por hora.
Los animales control mostraron irritabilidad y excitacidn después de la inyecclon de
apomorfina, como ha sido reportado por Norman y cols. (1990) y por Santamarfa y cols.
(1996), pero no mostraron conducta de rotacldn alguna. Los animales lesionados con
QUIN (ver gréfica 3) presentaron un marcado numero de giros después de Ia inyeccién de
apomorfina, mientras que el FeTPPyP atenud significativamente la conducta de rotacion
inducida por el QUIN

EFECTO DEL FoeTPPyP ANTE LA CONDUCTA
DE ROTACION EVOCADA POR QUIN
300 _‘_.__._..._... P
-% 250 -
B 200
5
B 150 -
8 ]
5) 100
2 50
..0.' 'IO.. i _i
0 Control FeTPPyP ?um ~ FeTPPyP+QUIN

*P< 0.01 vs QUIN

Gréfica 3
Andlisis estadistico reallzado por una prueba no paramétrica: prueba de suma de rangos
de Wilcoxon o de comparacion entre dos poblaciones. Con n entre 5 y 6 ratas

1



4. EFECTO DEL TETRAKIS SOBRE LA 3-NITROTIROSINA

Greenacre e Ischiropoulos en 2001, establecieron que la reaccién incrementada en la
nitracién de la 3- nitrotirosina (3-NT) es un buen marcador (Hoy ampllamente reconocido)
de la presencla de peroxinitrito.

En grafica 4 se muestran los resultados de la Inmunohistoquimica, para evidenclar la
inmunoreactividad hacla la 3-NT, que ha formado el peroxinitrito. Estos grupos marcados
se manifiestan con una coloracién café (como evidencia del dafio por QUIN en la foto B),
en donde ademds se puede apreclar dafo al tejido y niicleos plcnoticos. En la foto D se
observa la proteccién que ejerce el FeTPPyP, ya que no hay evidenclas de dafio por QUIN,
La Inmunchistoquimica esta contrastada con hematoxilina y cada centimetro es
equivalente a 10 pm
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4. EFECTO DEL TETRAKIS SOBRE LA 3-NITROTIROSINA

Gréfica 4

Micrograffa que muestra los cortes estristales de rata, para el estudio de
Inmunohistoquimica contra 3-NT, contrastado con hematoxilina a 40x.  A)
Animales control, B) Animales con QUIN muestra [a elevada reactividad
(coloracion cafié) hacia 3-NT, con dafio a diferentas tipos celulares (flecha),
se aprecin dafio al neuroplio y cuerpos celulares piondticos. C) Animales
con FeTPPyP, D) Animales tratados con FeTPPyP+QUIN, donde no se
observa reactividad hacla 3-NT.
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8 DISCUSION »m
VI

En este trabajo se presentan evidenclas de la efectividad catalftica /n vivo, que
posee un nuevo catallzador de peroxinitrito, el FeTPPyP.
Entre los resultados obtenidos, se muestra una proteccion total en los niveles de
peroxidacién lipldica, en donde abate los niveles elevados por el QUIN, y se observa una
diferencla significativa entre el QUIN y el grupo control, lo que comprueba que el QUIN
eleva sustanclalmente los niveles de lipldos peroxidados como evidencia del dafio inducido
en este modelo, y por otro lado ser comprueba la proteccién del FeTPPyP.
Este resultado se correlaciona con la tendencla hacia la proteccién, sobre los niveles de
GABA, donde apreclamos una disminuclén de casl 50% en los niveles de GABA estrlatales
con animales tratados con QUIN con respecto al grupo control, y la tendenda hacla la
recuperacion del mismo parametro, provista por el FeTPPYP (grupo tratado con
FeTPPyP+QUIN). Pero la evidencia mds clara del efecto protector, ante el dafio por el
QUIN, se encuentra en la conducta de rotacion debido a que es un pardmetro Integrativo
y global del dafio por QUIN donde se involucra la funcién de los ganglios basales a nivel
perlférico y que se reflefa en la conducta del animal (Shwarcz y cols., 1979; Norman y
cols; 1990). Esta evaluacién permite poner de manifiesto un dafio mas extenso. Ademds
se aprecia una disminucién marcada en la conducta de rotacidn, ya que las ratas tratadas
con QUIN giran alrededor de 300 vueltas en promedio, mlentras que las ratas tratadas con
FeTPPYP + QUIN dan de 40 a 50 giros, lo que sustenta su efectividad. Finalmente, para
poner de manlifiesto la participacion del peroxinitrito y la oportuna intervencién por parte
del FeTPPYP a nivel celular, se recurri6 a la medicién de la 3-NT, mediante una técnica de
inmunohistoquimica conocida y modificada por Bamera y cols, (2003), que es el
reconocldo marcador de dafio y presencla de peroxinitrito (Beckman y cols.,1990;
Ischiropoulos y cols.,1992), en donde se observa que en cortes de tejido estriatal
contrastadas con hematoxllina, se produce una coloracion café-oscura sobre un fondo rosa
del tejido, que corresponden al cerebro de un animal lesionado con QUIN, nlicleos
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picnéticos y neuropilio alterado que evidencian mayor coloracidn, tomados éstos como
reactividad contra 3-NT, a diferencia tanto del grupo tratado con FeTPPyP sblo, y en el
grupo control, asl como el grupo tratado con FeTPPyP+QUIN, en donde se aprecla
morfoldgicamente un aspecto esponjoso alrededor de las células, sin embargo resulta
evidente que no hay reactlvidad hacia el peroxinitrito; es decir, no se aprecia coloracién
café, lo que se toma como ausencla aparente de reactividad frente a la 3-NT ¢ ausencia
Indirecta de peroxinitrito.

Por lo tanto la evidencla de la disminucién de los niveles de peroxinitrfto, correlacionada
con los pardmetros de dafio inducida por el QUIN, sugieren un papel de proteccin
potenclal en procesos patoléglcos para una varledad de padecimientos. Los resultados
encontrados en este trabajo proveen una evidencia mas de la intervencién del peroxinitrito
en respuestas al estrés oxidante, ya sea via formacion de ROS, o como de RNS en
condiclones /7 vivo, por la intervenclén directa de un farmaco que actia para
descomponer al peroxinitrito, sin la formacidn de otras especies reactivas.

Ei papel que juega el NO en procesos flsloldgicos y en procesos patolégicos ha sido
extensamente documentado (Moncada y cols.1991; Nathan y cols. 1994a). Al principlo
s6lo se crefa que el NO tenfa una funcidn de mediador celular y de factor de relajacidn
muscular, sin embargo en la actualidad diversos estudios ponen de maniflesto que en
condiciones patofisiolégicas, media el dafio, siendo el precursor directo del peroxinitrito
(Beckman y cols. 1990). Sin embargo, al mismo tiempo el NO puede ejercer un efecto
citoprotector (Rubbo y cols. 1994; Lipton y cols 1993). Contrariamente, el peroxinitrito es
cinéticarmente favorecido como producto de la reaccién con el NO (Hassan H.M. 1988),
con las consecuencias que ello acarrea, como molécula altamente oxidante y muy reactivo
en condiclones fisioldgicas (Beckman y cols. 1993, 1996; Pryor y cols., 1995).

Se plensa que el peroxinitrito posee una naturaleza de radical libre doble, que por una
parte es capaz de peroxidar los lfpidos como radical hidroxilo y por otra nitrar especies de
tirosina (NO7"). La estabilidad del peroxinitrito es dependiente del pH, que puede sufrir
protonacién en su descomposicidn al formar nitratos o la Iniciacién a procesos oxidativos
incluyendo peroxidacién lipldica y nitracion de tirosina (Radi y cols., 1991). De los
derivados del peroxinitrito, un compuesto es dirigido hacia una via no destructiva que
podrla Incrementar nitrato, mientras se reduce el daflo Iniclado por radicales libres a
blancos moleculares criticos dentro de la célula. Los camblos patolédgicos producidos por la
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formacion del peroxinitrito podrian ser la causa de Ia intervencidn farmacolégica ya sea a
sus reactivos (NO) o productos (Peroxinitrito). De hecho, el uso de la SOD Cu/Zn y la
Inhibicion de la NOS han resultado efectivos contra padecimlentos [nflamatorios,
administrados tanto aguda como crénicamente (Salvemini y cols., 1998; Chan y cols.,
1991). Reclentemente, una nueva clase de agentes antiinflamatorios, que catallzan la
descomposicién del peroxinitrito han sido propuestos (Stern y cols. 1996). La propuesta
para el mecanismo de descomposicién del peroxinitrito, es que el peroxinltrito se
Isomeriza, e incrementa la formacldn del nitrato, que es la mejor ruta para su
descomposlcién (Stern y cols., 1996; Beckman y cols., 1996; Pryor y cols., 1995), mientras
el marcador (la formacldn de 3-NT) disminuye.

Por su parte el modelo de Huntington en ratas, Inducido por el QUIN, es uno de los
modelos farmacol6gicos mas aceptados y reconocidos (Beal y cols, 1986a; Schwarcz y
cols., 1984), por lo que esta blen caracterizado en cuanto a sus mecanismos, sin embargo,
el acercamiento sobre el nivel al que el peroxinitrito estd contribuyendo en el patrén de
dafio del QUIN, esta demostrando la via para una oportuna y temprana Intervencién
farmacoldgica antes de que se genere un dafio mayor; por lo tanto éstos datos deben
tomarse en cuenta ante el eventual disefio de un farmaco, que deblido a la naturaleza de
las enfermedades neurodegenerativas, brinde junto con otros medicamentos ya probados,
un verdadero apoyo que detenga aln mas eficlentemente el progreso de la patologia y al
mismo tiempo provea una mejor calidad de vida a paclentes neurolégicos, ya que las
evidencias halladas de la participacion del peroxinitrito en la contribucidn del dafio
ocasionado por el QUIN, Implica por una parte que, una vez formado el peroxinitrito, el
dafio puede conduclrse por diversos caminos oxidativos ya sea via nitracidn de protelnas 6
via la formacldn de “OH, de modo tal que la repercusién del dafio se amplifica al grado que
las células resienten el ataque, tal vez de manera simultdnea, impldiendo con ésto alguna
eventual respuesta por parte de los sistemas antioxidantes. Aunque ha sido demostrado
que la SOD Cu/Zn aumenta sus niveles ante un estado de estrés oxidativo por QUIN
(Noack y cols.,1998), quizd la respuesta no sea suficiente para abatir el dafio, de ahi la
importancia del empleo de un fdrmaco capaz de evitar la formacién de OONO™ antes de un
mayor dafio. Es necesario también profundizar mas en el estudio de factores de
transcripcion temprana, para hallar evidenclas que permitan saber que Impacto reciben los
genes ante un insulto oxidativo, asl como medir los cambios producidos por la regulacién
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directa del NO o 'OH, o incluso sobre una probable participacién del peroxinitrito en la
modulacidn de las respuestas antioxldantes, ya sea directamente sobre las enzimas
antloxidantes en un curso-temporal 0 monitoreando genes tempranos, lo que ayudaria a
un esclarecimiento sobre los mecanismos que se levan a cabo en situaciones de estrés
oxidativo y neurotoxicidad, estudlos que se lievaran a cabo en nuestro laboratorlo.

Por lo tanto el entendimiento del papel que juega el peroxinitrito en la patogénesls
de las enfermedades neurodegenerativas humanas conducird al desarrollo de teraplas
racionales para la Intervenclén farmacoldgica oportuna y proporcionar bases para el mejor
entendimiento de los procesos patoléglcos del SNC.
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CONCLUSIONES®™
VII

1. La administracién tdpica de QUIN al estriado de ratas alterd los diferentes marcadores
de dafio neuronal y oxidativo probados en el estudio.

II. Existen evidenclas en este modelo, de que el peroxinitrito est participando de manera
activa en el patrén de dafo Inducida por el QUIN.

I La acclén del FeTPPyP ante la lipoperoxidacién Inducida por QUIN mostrdé una
tendencia protectora.

IV. El FeTPPyP abatid la conducta rotacional producida por QUIN en ratas como evidencla
de |a preservacion de neuronas espinosas de tamafio medio.

V. El FeTPPyP atenué la disminucién estriatal de GABA inducida por QUIN en ratas.

V1. Se demostré el efecto neuroprotector del FeTPPyP en el modelo de la enfermedad de
Huntington en los diferentes marcadores evaluados, sugiriéndose un mecanismo de
proteccion antioxidante temprana a través de la desactivacion del peroxinitrito.

VIL. Se consldera la necesidad de realizar estudios més detallados para adquirir un
conocimiento mas profundo acerca de los mecanismos por los cuales el FeTPPyP
ejerce su proteccidn, tal vez medir la formacidn de Oxido nitrico sintasa mediante la
producclén de L-citrulina, estudios de genes de expresidén temprana tanto para la
apoptosls como la necrosls, asf como la expresién de proteinas.
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VIII ANEXO A

A ANTECEDENTES HISTORICOS Y ASPECTOS
CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON &

La enfermedad de Huntington (HD) fue descrita en 1872 por George Huntington,
médico de Pomeroy, Ohlo, en un documento que leyd ante la Melgs y Mason Academy of
Medicine, y que se publicdé més tarde en el Medical & Surgical Reporter de Flladelfla.
Huntington ofrecld una descripcién suscinta y gréfica de la enfermedad que basé en las
observaclones de los pacientes que su padre y su abuelo habfan atendido durante su
ejercicio profesional en East Hampton, Long Island. Habfan aparecido con anterioridad
algunos informes (consultar la referencla de Delong (1973) para antecedentes histéricos),
pero las descripclones carecian de la precisidn y la integridad que caracterizaron a la
enfermedad de Huntington. Vessie, en 1932, pudo demostrar que practicamente todos los
pacientes de la porclén orlental de los E.U. que experimentaban esta enfermedad podrfan
rastrearse, hasta que logré encontrar entre sus antecesores a cerca de sels individuos que
hablan emigrado en 1630 desde la minuscula aldea del este de Bures, en Suffolk,
Inglaterra. Se rastrearon los casos de una familia notable durante cerca de 300 afios a
través de 12 generaciones, en cada una de las cuales se habla expresado esta enfermedad
y evidenclando desde un principlo su caracter hereditarlo (Adams y cols, 1999).

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

Davenport, en 1915, en una revisién de 962 paclentes con la enfermedad, encontrd
sdlo cinco que eran descendientes de padres no afectados. Poslblemente en estos Gltimos
pacientes uno de los padres tenfa el rasgo, pero en forma moderada. Es més probable que
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estos pacientes representaran casos esporadicos de HD; es decir, casos en los que la
mutaclén habfa ocurrido a partir de un gen normal hasta la forma mutante productora de
la enfermedad (Adams y cols., 1999).

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

De 3 a5 % de los casos se Inician antes de los 15 afios de edad y algunos lo hacen
Incluso en la Infancla. En el 28 % de los casos los sintomas se ponen de manlfiesto
después de los 50 afios de edad y el resto estd entre los 35 y 45 afios de edad, El
progreso de la enfermedad es mas lento en los paclentes anclanos que en los jévenes.
Una vez Iniciada la enfermedad progresa de manera Irreversible y sobreviene alguna
complicacion que termina con la vida del paclente (Adams y cols,, 1999),

La comprobacién genealdgica exhaustiva ha establecido que la causa de HD es un
gen autosémico dominante monohibrido con penetrancla completa. Existe la hipdtesls de
gue los pacientes jovenes suelen heredar la enfermedad de sus padres, y los ancianos lo
heredan de sus madres (Martin, 1984). Se ha llegado a observar la HD Incluso en cuatro
grupos de gemelos [dénticos con iniciacidn casi a la misma edad (Adams y cols., 1999).

Hasta hace algunos afios no era posible pronosticar la expreslén de la enfermedad en
los hijos de los pacientes afectados. El metabolismo de la glucosa en el nicleo caudado,
que se mide mediante tomografia de emisién de positrones (PET), aunque reducido en la
mayoria de los pacientes presintomaticos, no es un medio totalmente conflable para
identificar a las personas en riesgo de desarrollar la enfermedad. El logro mas importante
con respecto a la identificacién presintomética de la HD fue el descubrimiento de Gusella y
cols. (1983) de un marcador relacionado con la enfermedad, localizado en el brazo corto
del cromosoma 4, especificamente en el locus IT15 (Kordower y cols., 1999). Estos
investigadores, y otros mds, identificaron la anomalfa genética y encontraron que era un
coddn repetido (CAG) de cuya longitud de repeticiones depende la edad de Iniclo
(anticipacién) (The Huntington Disease Research Collaborative Group, 1993). Este
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descubrimiento ha hecho posible desarrollar una prueba para identificar al gen defectuoso
en individuos asintomdticos. Sin embargo, en consideracién a que la enfermedad es
Incurable, esta prueba plantea problemas éticos para aplicarfo de manera generalizada
(Martin, 1984).

La HD también es conocida por sus caracterfsticas clinicas como "corea de
Huntington”. El término corea viene del latin "Choreld” que significa “danza”, es decir que
la enfermedad involucra desdrdenes del movimiento de tipo coréico (ver més adelante).
Sin embargo, éstos no comienzan sino hasta avanzado el padecimiento, ya que la
enfermedad Inicia con ligeros trastornos en la conducta, cambios psiquidtricos seguidos de
la corea, y que evolucionan hasta la demencla (Shoulson, 1984).

El Inicio de la enfermedad presenta alteraciones psiquldtricas. El trastormo mental
adopta varlas formas sutiles mucho antes que se ponga de manifiesto el deterloro de las
funciones cognoscitivas. En cerca de la mitad de los casos, los primeros sintomas en
aparecer son alteraciones ligeras, y a menudo desconcertantes del caracter. Los pacientes
emplezan a encontrar todo mal, a quejarse constantemente y a sermonear a otros
miembros de la familia; pueden ser desconflados, Imitables, Impulsivos, excéntricos,
desaseados o excesivamente religiosos, 0 maniflestan un sentido falso de la realidad
(Adams y cols., 1999). El descontrol de s{ mismo puede reflejarse en explosiones de
cardcter, desaliento, alcohollsmo o promiscuidad sexual. Estos trastornos emocionales y
los camhios de la personalidad pueden alcanzar proporciones suficientes para poderse
calificar virtuaimente como psicosis (delirios o aluclnaclones de persecucién); son
frecuentes los trastornos del humor, en particular la depresién (casi la mitad de los
pacientes en algunas series), y pueden constituir los sintomas mas prominentes al
principio de! padecimlento. Es Invarlable que, tarde o temprano, el intelecto empiece a
fallar. El paciente se vuelve menos comunicativo y mds aislado desde el punto de vista
soclal. Pueden precipitar la consulta médica la disminucién del rendimlento en el trabajo,
incapacidad para hacer frente a las responsabilidades del hogar y trastornos del suefio.
Hay ademas dificultades para conservar la atencién, la concentracion y la asimilacion de
nuevo materlal. La flexibilidad mental disminuye. Hay pérdida de las habilidades manuales
finas. Las partes de rendimiento de la escala de inteligencia Wechsler del adulto (mayor
detalle ver bibliograffa), ponen de manifiesto una pérdida mayor que las partes verbales.
La memoria esta relativamente indermnne. Esta pérdida gradual de la funclén intelectual se
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ha caracterizado como "Demencia Subcortical', es decir, se observan sélo rara vez
elementos de A/as/a (trastorno del lenguaje que puede presentarse en diversas formas y
que debe distinguirse de las alteraciones funcionales de los drganos ejecutivos de la
fonacién —motricidad de la articulacién- conocida como Disartria), Agnosia (trastorno a
causa de un defecto somatosensitivo) y Apraxia (trastorno de la ordenacién secuencial de
movimlentos singulares para reallzar otros comblnados o maniobras, pero conservando la
movilidad elemental). A menudo el proceso es tan lento que se conserva clerto grado de
capacldad funcional durante muchos afios (Adams y cols., 1999).

La anormalldad de los movimientos es al principio ligera, y abarca a las manos y a
la cara; el paclente se consldera a si mismo inquieto o "nervioso”. Los signos tempranos
son lentitud de los movimientos de los dedos y las manos, tasa reducida de golpeteo con
los dedos y diflcultades para efectuar una sucesién de movimientos con las manos.
Gradualmente, estas anomallas se van volviendo més pronunciadas hasta que se afecta
toda la musculatura, Aumenta la frecuencla del parpadeo (lo contrario a lo que ocurre en
el parkinsonismo), se tiene un control deficlente de la lengua (no puede conservarse la
lengua fuera de la boca) y también del diafragma. En la etapa avanzada de la enfermedad
el paclente estd quieto rara vez, mas de unos cuantos segundos. Los movimlentos son
mas lentos que las sacudidas bruscas y los lapsos posturales de la corea de Sydenham, y
abarcan a muchos mas musculos. Tienden a reaparecer en patrones estereotipados, pero
no tanto como los tics. En los casos mas avanzados adquieren una cualidad atetolde o
disténica (hiperquinesias perezosas involuntarlas sobre todo en los segmentos distales de
las extremidades). El tono muscular suele estar disminuido hasta la parte tardia de la
enfermedad, en la cual puede haber clerto grado de rigidez, temblor vy bradicinecia
(término que Indica lentltud, mads que falta de los movimlentos). Los reflejos tendinosos
estan intensificados en una parte de los pacientes, pero s6lo unos cuantos tienen signo de
Babinski (prueba de reflejo tendinoso que evoca una de las reacciones reflejas al estimular
la planta del ple). En los individuos sanos, la friccién del borde externo del pie
desencadena una flexién plantar tonica de los dedos. Los movimientos voluntarios se
inician y ejecutan con mas lentitud que en condiclones normales, pero no hay debllidad ni
ataxia real (trastorno de la marcha); la ataxia sensitiva se debe a la posicion de las
articulaciones en un sentido muscular debido a la interrupcién de las fibras nerviosas
aferentes en los nervios periféricos, las raices posteriores, lesién de ambos I8bulos
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parietales, etc., y cuyo efecto priva al paciente de la percepcion de la posiclén que tiene
su extremidad, con sentido de desequilibrio. Cuando se suspende en el espacio a un
paciente de Huntington, las extremidades superiores adoptan una postura en fiexién y las
piernas en extenslén, lo que se considera expresivo del sfndrome estriatal (Denny y
Brown, 1962). Se encuentra trastornada también la funcién oculomotora en la mayoria de
los paclentes (Leigh y cols., 1983; Lasker y cols., 1987).

La relaclén de los sintornas corélcos con los mentales "no se tige por una regla
general” (Adams y cols., 1999)

Més a menudo, los sintomas mentales preceden a la corea, pero pueden acompafiar a la
iniclaclén de ésta u ocurrir después de ella, en ocaslones por muchos aflos de diferencia.
Incluso hay datos en los que el trastorno de los movimientos existid durante 10 a 30 afios
sin cambios mentales en los pacientes con la anomalfa génica de la HD (Britton y cols.,
1995). Después de 10 a 15 afios, la mayoria de los pacientes se deterioran hasta llegar a
un estado vegetativo, Incapaces de adoptar la bipedacién ademas de comer poco, hasta
que sobreviene una neumonfa (o alguna otra complicacién inherente del padecimlento)
que terminan con su vida. En esta etapa final puede aparecer amiotrofla. Es notable la
tasa elevada de suicldios en los paclentes con HD (Shoenfeld y cols, 1984), o como sefiald
el mismo Huntington, hay una incidencia elevada de traumatismos; el hematoma subdural
crénico es un hallazgo frecuente durante la necropsia (Adams y cols., 1999).

Los primeros signos de la enfermedad pueden aparecer durante la Infancla, antes
de la pubertad (incluso antes de los cuatro afios de edad), y se han descrito varlas serfes
de éstos casos (Farrer y Coneally, 1987; Van Dijk y Cols., 1986). El deterioro mental a esta
edad temprana se acompafia mds a menudo de ataxia cerebelosa, problemas de
conducta, convulsiones, bradicinesia, rigidez y diston/a, que de la misma corea (Byers y
cols., 1973); sin embargo, la forma rigida de la enfermedad (variante de Westphal) ocurre
tamblén en adultos. La declinacidn funcional es mucho mas rapida en los nifios que en los
adultos (Young y cols., 1986).

La Iniclacién mds temprana en las generaclones sucesivas (anticipacldn) se define
adecuadamente desde los inicios del estudio. Chandler y cols. (1960) demostraron que la
demencia es en general mas grave en los casos de Iniclacién temprana (15 a 40 afios) que
los casos tardlos (55 a 60). Como ya se menciond, los casos de iniciacién temprana son
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los que tlenen las repeticlones de CAG mds prolongadas, Més aiin, en los paclentes
adultos con Iniclacién temprana de la enfermedad, el trastorno emoclonal tiende a ser
prominente al principlo, y precede a la corea y a la pérdida Intelectual por muchos afios.
En el caso de la Iniclacién tardfa, los movimlentos coreiformes y la demencla progreslva
son mas a menudo los componentes Iniciales y tlenen su principlo casi a la misma edad.
(Adams y cols., 1999),
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IX ANEXO B

& ESTRES OXIDATIVO ~&

1) RADICALES LIBRES

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

X = & + X'* Radical formado por la pérdida de un electrdn de un no radical

Y + e 5 Y™ Radical formado por la ganancia de un electrén de un no radical

(Halliwell y Gutteridge, 1989).

La presencla de electrones desapareados modifica la reactividad quimica de un
Atomo o de una molécula, y la hace generalmente mas reactlva que su correspondiente
*no radical”. 5in embargo, la reactividad quimica de los diferentes tipos de radicales libres
es muy variable (Zentella y cols., 1994), mientras que por otra parte, en términos de dafio
bloldglco, Reactividad no es lo mismo que Toxicidad (McCord, 1992).

Las principales funciones de los RL en sistemas bioldgicos son: Como promotores
de especies ferrilo, oxidacién del etanol por RL, reduccién de ribonucledtidos, reacciones
de oxidacién, carboxilacién e hidroxilacidn, fagocitosis, actividad de peroxidasa y NADH
oxidasa, maduracién y respuesta al daflo en tejidos vegetales, produccién de eicosanoides,
etc. Por ejemplo, los linfocltos y los fibroblastos constantemente generan pequefias
cantidades de radicales superdxido como reguladores de crecimiento. Los RL tamblén
estan presentes para la regulacion controlada de los mecanismos celulares normales y el
control de reacclones enzimaticas (por ejemplo, ribonucledsido difosfato reductasa,
citocromo P-450 y ciclo-oxigenasa), o blen, pueden ser productos de reacciones
catalizadas enzimaticamente (tales como las catalizadas por la xantina oxidasa) (Halllwell y
Gutteridge, 1989; Halliwell y Cols., 1992). Los RL estdn Involucrados también en el
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slstema inmune a través de los fagocitos en el llamado “estallido resplratorio”, donde Ia
oxidasa Inicla el mecanismo de defensa (Babior, 1995; Allen, 1994), o0 blen, en las plantas,
participando en procesos como la maduraclén, el envejedmiento y la respuesta al dafio
tisular (Zentella y cols., 1996).

Los RL existen como derlvados de muchos elementos o moléculas quimicas, y los
que tienen mas Importancia desde el punto de vista de la blologia son los derivados del
oxigeno y nitrégeno principalmente, aunque también destacan los derlvados del hidrégeno
y el carbono, asl como los formados por los metales de transicién como el hlerro y el
cobre, entre otros,

Para los RL derivados del oxigeno pueden menclonarse: Los singuletes delta y
sigma del oxigeno ('0,), el radical superdxido (O, ) y el radical hidroxilo ('OH). Estas
entidades son llamadas genéricamente Especies derivadas de oxfgeno (Halliwell y
Gutteridge, 1989).

Il) ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Las especles reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) es un término
colectivo que Involucra no solo a los RL derivados del oxigeno, sino tamblén a los no
radicales derlvados de la reduccién molecular de oxigeno, y que ademds son muy
reactivos, como son: el perdxido de hidrégeno (H20,), que no es un radical libre en si,
pero que estd estrechamente relacionado con los RL debido a que es el princlpal precursor
del radical hidroxilo, ademds del 4cido hipocloroso (HCIO), radicales alcoxilos (RO) o
peroxilos (RO;), entre otros que se muestran en la sigulente tabla (Gilbert y Colton 1999).

Radicales No-Radicales

Superéxido (0,) " peréxido de hidrégeno (H,0;)
Hidroxilo (OH") Acido hipocloroso (HCIQ)
Peroxilo (RO;) Ozono (04)

Alcoxilo (RO") Oxigeno singulete (0'Ag)
Hidroperoxilo (HO ) Peroxinitrito (ONQQ")

Figura 1B (Glibert, 1999).
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Iil) ESPECIES REACTIVAS DEL NITROGENO (RNS)

Otro grupo Importante son las especies reactivas de nitrdgeno (RNS, por sus siglas
en Inglés), que aunque no todos sean RL, son especies involucradas con la formacién de
los RL, tales como el radical éxido nitrico (NQ), I6n nitronio (NO,*), biéxido de nitrogeno
(NO3), 16n peroxinitrito (ONOQ"), etc. (Pogrebnaya y cols., 1975). De ellos, uno de los mas
destacados es el NO', que estd Involucrado en numerosos procesos blolégicos, que entre
otras funclones va desde el control de la presion sanguinea (factor de relajacidn de vasos
y musculo liso) (Furchgott y Vanhoutte, 1989), hasta la neurotransmisién (el NO es un
importante modulador neuronal) (Garthwaite y cols., 1988), siendo también un Importante
componente del sistema inmune en la via fagocitica (Moncada y cols., 1991; Ignarro,
1990; Feldman y cols., 1993), y como recientemente se ha demostrado, es ademas un
regulador de caspasas para la apoptosis (Peter y cols., 2002).

En la tabla periddica de los elementos, todos los metales de la primera fila

(exceptuando al Zn) en el bloque d contienen electrones desapareados cuando se
encuentran en alguna de sus valencias, de manera que pueden contribuir a la formacién
de RL biolégicamente noclvos, siendo los metales mas importantes el Mn, el Fe, el Co, el
NI y el Cu. Tales elementos ademds estdn presentes en todas las células de seres
humanos. Con frecuencia se ubican en el centro activo de proteinas con o sin actividad
enzimatica (Zentella y cols.,, 1996).
Por otra parte cuando, por alguna razén, aumenta la produccién de ROS y RNS en el
organismo, y la capacidad de las defensas antioxidantes endogenas resulta ser
insuficlente, se establece la situacién conocida como Estrés oxidativo (figura IA en la cual
existe riesgo de dafio celular severo y que puede conducir a la muerte celular. Cualquier
situacién patolégica que altere la actividad redox, sl Incrementa el estrés oxidativo o
modifica las defensas antioxidantes, puede conducir a un dafio progresivo de la membrana
celular y del tejido.

49



fiii) DANO OXIDATIVO

El radical superdxido y el perdxido de hidrégeno, asi como el producto de su
dismutacién, no son muy cltotdxicos per se, su reactividad puede se amplificada /in vitro
por interacciones con componentes especificos, asl como con lones de metales de
transicién, clertas protefnas hemo y dxido nitrico. Los factores controladores de liberacién
enddgena de radicales libres durante el dafio al tejido incluyen:

(N Reclutamiento fagocitico y activacién en los sitios de dafio.

(li) Activacién de enzimas productoras de superdxido.

(iii) Interrupcidn del transporte mitocondrial de electrones; por ejemplo, durante la
Isquemia, permitiendo un escape de electrones durante la reperfusidn de oxigeno.

Las especies reactivas son importantes para funciones biol6gicas:

Enzimas Radicales:
Ribonucledtico reductasa
Cobalamina (Vit. B12)
Especies reactivas de oxigeno:
0Oz~ como factor quimiotactico
‘OH como Inhibidor de citacinas y factores quimiotacticos
H,0; favoreciendo la adherencla a endotelio, estimulando la sintesis de
quimocinas (MIP-1 a por macréfagos)
Especies reactivas de nltrdgeno:
ON* down-regulation de moléculas de adhesidn
(bajo clertas condiciones), en parte por disminucién de la
activacion de NFx-B
Tanto ROS coma RNS estimulan la produccién de IL-8 por fibroblastos y células epiteliales
Figura 2B (Halliwell y Gutteridge, 2000)
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ESTRES OXIDATIVO

)

PRODU(.J.(?ION DESCOMPARTIILENTACION DE MODIFICAC{C)N DE LAS
INCREMENTADA DE LOS COMPLEIOS IONICOS  DEFENSAS CONTRA RADICALES
RADICALES LIBRES LIBRES

/||

moglobina ferritina Mioglobina Transferrina  Inactivaclén o pérdida

Exceslva produccion ™ Metabollsmo alterado del de antioxidantes
de superéxidos éc, araquidénico

Activadén leucocitica Alteracién del transporte de electrones

incrementada rmitocondrial

Figura 3B Contribuclones de estados patoldgicos al estrés oxidativo (Hernandez Luls
2000)

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

F33+ + Oz_' - Feh + 02
20, + 2H' H,0; + 04
Fe** + H0, — -OH + OH + Fe¥

La alta reactividad del radical hidroxilo causa que éste reaccione en un grado
limitado de difusion, y propicia su reaccién con las primeras moléculas con las cuales entra
en contacto (dentro de 14A después de 10 s). En consecuencia, la especle radical es
capaz de producir dafio a acidos grasos poliinsaturados de las cadenas de lipldos, a
protefnas, a acidos nuclélcos y a carbohidratos (Rice y Burdon, 1993).
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Todas las cadenas laterales de aminoacidos constituyentes de proteinas son
susceptibles al ataque de radicales libres, pero algunas son mas vulherables que otras.
Asi, la exposicién de protelnas a sistemas generadores de radicales libres puede Inducir
camblos estructurales terciarios como consecuencla de modificaciones individuales a las
cadenas laterales de aminodcidos. Asi como la estructura secundarla es estabilizada por
enlaces de hidrdgeno entre grupos peptidicos, las Interacclones de especies radicales con
el esqueleto del polipéptido y la Interferencia con grupos funclonales del péptido enlazados
pueden causar modificaciones estructurales secundarias. Los desérdenes de la estructura
secundaria pueden ocurrir también bajo ciertas condiclones de ataque de RL al carbono-a
del enlace peptidico (Rice y Burdon, 1993).

La generacién de radicales en sitlos inaproplados puede conducir a la destruccion
de protelnas, ya que ellas también son blanco critico para el ataque por RL, tanto
intracelular como extracelularmente. Las proteinas pueden ser dafiadas directamente, por
interacciones especificas de RL con aminodcidos particularmente susceptibles, © pueden
ser modificadas por los productos aldehidicos de la lipoperoxidacién u oxidacién de
monosacaridos. Algunos constituyentes amino-acil cruciales para la funcién de protelnas,
son particularmente vulnerables al dafio por RL.

Las proteinas también son particularmente susceptibles al ataque de Intermediarios
de RL de lipoperoxidacion, radicales alcoxil (LOY) vy peroxil (LOO®). Estos pueden
reacclonar con proteinas estrechamente asociadas con peroxidantes lipldicos. El dafio a las
protelnas de transporte de membrana afecta la homeostasis, conduciendo a una
acumulacion de calcio. Consecuentemente, el potendial de actlvacién de fosfollpasas,
proteasas, o de acumulacion de calclo mitocondrial, puede llevar a fa extension del dafo
de la membrana, deterioro celular y ampllacién de la fesidn Inicial.

Los derivados carbonilos, como los productos de la oxidaciéon a membranas, pueden
interactuar con grupos amino en cadenas laterales de aminoacidos en protelnas (Fig. 4B),
alterando asi su carga y su naturaleza (Rice y Burdon, 1993):

2 PROTEINAS - NH, + 0=CH-CH-CH=0

|

PROTEINA - NH - CH = CH - CH = N — PROTEINA
Fig. 4B. Formaclén de bases de Schiff
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filil) PEROXIDACION LIPIDICA

Las especles reactivas del oxigeno (ROS), asl como los radicales superdxido,
peréxido de hidrégeno, radicales ferrilo de protefna hemo y radicales hidroxilo, pueden ser
medladores importantes de dafio celular y extracelular por destruccion de membranas,
lipidos, lipoproteinas o alteracién de sistemas enzimaticos criticos, protefnas, canales
i6nicos, o en el compromiso de la funcién celular, el estado antioxidante, y la consecuente
amplificacién de la lesién inicial.

Cuando un RL reacciona con un compuesto no radical pueden formarse otros RL ya
que Induce una reaccién en cadena que amplifica el fenémeno miles de veces. Tal es el
caso de la peroxidacion de los addos grasos pollinsaturados, en la que, aunque el RL
inicial produce sdlo efectos locales, el radical secundarlo y los productos de la degradacidn
oxidativa producen RL lipidicos que pueden tener efectos a distancla del sitlo donde se
formd el primer RL. Esto puede Induclr camblos en las caracteristicas de la permeabilidad
de la membrana y en la capacidad de mantener los gradientes iénicos transmembranales,
asl como alterar la fluidez lipldica y modificar las interacciones lipido-protelna, ocasionando
finalmente un dafo en la funcién celular.

El radical libre iniciador, que puede ser el radical hidroxilo, remueve un dtomo de
hidrégeno de un metileno de la cadena hidrocarbonada de los &cidos grasos
poliinsaturados. Esto conduce a que un electrén quede desapareado en el carbono de
donde salié el hidrégeno, creando con ello un radical de 4cido graso. Este Ultimo realiza un
rearreglo molecular Interno y forma un dieno conjugado, que a su vez reacclona con el
oxigeno molecular y produce un radical lipoperoxilo capaz de sustraer un hidrégeno del
acido graso vecino para formar el hidroperéxido y continuar la reaccién en cadena hasta
que eventualmente reaccionen dos radicales libres y con ello se liegue a la terminacién del
proceso.

La peroxidacién lipldica puede ser iniciada por un radical libre primario, el cual es
suficientemente reactivo para extraer un atomo de hidrégeno de un grupo metlleno
reactivo de un A&cido graso Insaturado. La formacién de las especies Inicladoras se
acompaiia de un reacomodo del enlace gue resulta en la estabilizacién para la formacién
del dieno conjugado. El radical lipidico toma oxigeno para formar el radical peroxilo. Los
radicales peroxilo pueden, a su vez, combinarse con otros, o pueden atacar proteinas de
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membrana; los radicales peroxilo tamblén son capaces de abstraer hidrégeno de las
cadenas de acidos grasos adyacentes en una membrana y asi propagar la reaccién en
cadena de lipoperoxidacién. Por consigulente, la sola iniciacién del evento puede resultar
en la conversién de un vasto nimero de cadenas de &cldos grasos en monohidroperdxidos -
de lipidos.

PROPAGACION

‘ + Oy

RH
E Abstraccion
TERMINO| ) R’ de hidrdgeno adicional
Perdxido ciclico
Endoperéxido
clclico 0O-OH

Fig 5B Iniciacion y propagacion de la peroxidacion lipldica por radicales libres
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Un paso alterno en el proceso de la lipoperoxidacién es a partir del lipoperoxilo,
cuando se forman los perdxidos ciclicos, los que pueden, por un lado, conduclr a la
formacién de endoperdxidos ciclicos por la accldn de la prostaglandina endoperdxido
sintetasa (ciclooxigenasa), y con ésto se abre la poslbilidad ya sea de dar lugar a
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, o bien de continuar hacla la via de la
degradacién para dar lugar a la formacién del malondialdehido (MDA) y otros productos
terminales como son varios aldehidos, algunos hidrocarburos como el etano y el pentano,
y otros reslduos orgdnicos. Estas sustancias pueden difundirse a cierta distancla del sltio
de produccién y originar edema celular y cambiar la permeabllidad vascular, produclr
inflamacién y quimiotaxis. Ademas algunos pueden cambiar la actividad de la fosfollpasa
e induclr 13 salida del &cido araquidénico, y con ello conducr a la formacién de
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, algunos de los cuales actdan como
mediadores de la Inflamacidn. De esta manera, la lipoperoxidacién de los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana, al ser responsable de la pérdida de la
fluldez, altera las funciones secretoras y los gradientes transmembranales de la membrana
plamatica y las de los organulos celulares (Zentella y cols., 1994).

Los hidropérdxidos de lipidos son moléculas muy estables bajo condiclones
fisiolégicas, pero su descomposicidon es catalizada por metales de transicién o complejos
hemo-proteina, formando radicales alcoxfl y peroxil, los cuales pueden re-iniciar el
procesos y amplificar los eventos iniciales. Tanto el Fe(II) como el Fe(Ill) son
catalizadores efectivos para la degradacién de hidroperdxido.

Los complejos de hierro reducido reacclonan con hidroperdxidos lipfdicos (LOOH)
para dar radicales alcoxil (LO'):

LOOH + Fe*-complejo —»  LO" + Fe’*-complejo + "OH

Un punto esencial de la lipoperoxidacién es que los &cidos grasos no saturados, al
ser degradados por este mecanismo, conducen, ya sea de una manera directa o Indirecta,
a la obtencion de MDA como producto final, el cual es extremadamente reactivo con
grupos amino provenientes de protelnas, y generar asi bases de Schiff que se pueden
identificar por sus caracteristicas de exhibir fluorescencia. La lipoperoxidacién aumenta la

55



rigidez de la membrana y ésta puede disminuir la presencla de enzimas unidas a
membrana y de receptores hormonales, por lo que este fendmeno se ha identificado como
el de mayor importancia en el dafio membranal pues altera las propledades fisloldgicas, ya
sea de fluidez, permeabilidad y trasporte de la misma.

o> MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE =&

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

La SOD convierte al radical super6xido en peroxido de hidrégeno. La SOD
mitocondrial es dependiente de manganeso y la SOD dtosélica tiene como cofactores al
cobre y al zinc. La GPx y la glutatién reductasa constituyen el segundo gran sistema
antoxidante celular; la GPx, enzima citosdlica cuyo cofactor es el selenlo, transforma al
perdxido de hidrégeno en dos moléculas de agua y participan en la reacclén dos moléculas
de glutatién reducido (GSH) que ceden dos hidrégenos, formando entre ellas un enlace
disulfuro (GSSH). El glutatidn se regenera mediante la glutatidén reductasa en presencia de
NADPH. Finalmente, la catalasa, enzima localizada princlpalmente en los peroxisomas,
destruye al perdxido de hidrégeno por dismutacién,

Otro tipo de proteccién la brindan las moléculas capaces de atrapar y eliminar a los
radicales libres; entre ellas estan el acido drico, Ia bilirrubina y la albGmina; sin embargo,
la acclén de éstas moléculas es inespecifica y su eficacia a las concentraclones normales a
las que se encuentran no es muy alta (Zentella y cols. 1994). Tamblén las vitaminas Ey C
ejercen una protecclén complementaria: la vitamina E reacciona con los RL formando un
radical tocoferilo que, por ser estable, suspende la cadena de reacciones. La vitamina C
reacciona con el radical tocoferilo, regenerando la vitamina E y quedando como radical
ascorbilo, también muy estable. Los flavonoldes, familla de polifenoles de origen vegetal,
son también moléculas antioxidantes. En cuanto al p-caroteno, éste puede inactivar
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clentos de moléculas de oxigeno singulete mediante un mecanismo en el cual la energla
del oxigeno singulete se utiliza en la conversién de la formacion del p-caroteno al isémero
trans y viceversa.,

Las peroxidasas que contienen selenio comprenden una familla de enzimas, en la
cual existen cuatro tipos: la clasica, la plasmética, la fosfolipido hidroperdxido especifica y
la gastrointestinal. La glutatién peroxidasa cldsica (cGpx ¢ GPx-1) reduce peréxido de
hidrégeno por el tripéptido GSH, catalizando la siguiente reacclén:

GPx
HOOH 2 H,0

(ROOH) (ROH + HOH)
2GSH GSSG

La enzima es usada para la reduccién de perdxidos orgénicos, Incluyendo los
peréxidos de &cldos grasos libres y otros lipidos. Aparentemente, los perdxidos de acidos
grasos esterificados no son reconocidos por la enzima. La actividad de GPx resulta en la
conversién de dos moléculas de glutation (GSH) al dimero glutatién (GSSG). La cGPx, de
forma similar a las otras glutatién peroxidasas, contlene una triada catalftica que consiste
en selenocistelna, glutamina y triptofano. La GPx consiste de cuatro subunidades
protéicas, cada una de las cuales contiene un atomo de selenio en su sitio activo,
formando selenocisteina. El grupo selenol de la selenocisteina es activado por un enlace
de un hidrégeno para reaccionar con peréxido de hidrégeno u otros hidroperdxidos
solubles. La GPx tiene la peculiaridad de no generar radicales libres al reducir
hidroperdxidos. Existe evidencia de que ninguna otra selenoprotelna puede proteger a
ratones contra el estrés oxidatlvo tan eficientemente como la ¢GPx (Haan y cols., 1988;
Cheng y cols., 1988).

La glutatién peroxidasa plasmdtica (pGPx) es expresada como una preproteina
equipada con una secuencla lider tlpica, dirigiendo la enzima al espacio extracelular. La
especificidad de pGPx por hidroperéxidos parece ser similar a la especificad que expresa
¢GPx, pero se ha reportado que también reduce grupos hidroperdxido de lipidos complejos
(Yamamoto y Takahashi, 1993). En 1994, Bjérnstedt y cols., identificaron a la tioredoxina
y la glutaredoxina como substratos alternatives, ya que una comparacién estructural
sugiere que enlaza menos fimemente al glutation. Extracelularmente, el GSH se
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encuentra presente por debajo del rango micromolar. Por la escasez de sustratos
extracelulares para pGPx, ésta no puede ser considerada como un antioxidante eficiente,
pero puede representar un sensor redox extracelular relevante para la regulacién de las
respuestas inflamatorias. Se ha Implicado a la cantidad de peréxido extracelular en la
regulacion de la biosintesis de prostaglandinas. La 5-lpooxigenasa, enzima clave para la
blosintesis de leucotrienos, solo necesita pequefias cantidades de peréxido para activarse.
La formacién de lipldos proinflamatorios medladores puede depender del perbxido
previamente liberado por fagocitos activados. As, esta peroxidasa de amplio espectro
puede prevenir la amplificacién de sefales de estimulos Inflamatorlos Irrelevantes
(Brigelius-Flohe, 1999).

Otro miembro de la familla es la fosfolipido-hidroperdxido-glutatién peroxidasa
(PHGPx); ésta reduce grupos hldroperéxido de lipidos complejos integrados en las
membranas celulares, asi que es la defensa primarla contra el dafio oxidativo de
membrana. Reduce toda clase de hidroperéxidos desde M,0, a hidroperéxidos de
fosfatidiicolina e hidroperéxidos de ésteres de colesterol en lipoprotelnas (Ursinl y cols.,
1982; Ursinl y cols., 1985; Ursini y Bindoll, 1987).

Los radicales peroxilo, generados por adicién de oxigeno molecular a radicales
alquilo, reaccionan rdpidamente con tocoferoles para generar alqufl-hidroperdxidos, los
cuales son substratos de PHGPx (Hoekstra, 1975; Diplock, 1978).

Otra especialista de la familia Gpx es la gatrointestinal (GI-GPx), la cual se
encuentra en endotelio epitellal del tracto Intestinal, desde eséfago hasta colon distal de la
rata; en humanos tamblén se encuentra en higado. Se ha propuesto que la GI-GPx
protege contra los hidroperéxidos contenldos en los alimentos o los formados por las
células intestinales, o bien los formados en higado luego de la absorcién de xenobidticos
(Brigelius-Flohe, 1999).
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