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RESUMEN 

 

La enfermedad de Huntington es un desorden neurodegenerativo 

autosómico dominante y fatal para el cual, aún no se cuenta con un 

tratamiento efectivo o cura.  

Muchas de las características histológicas y bioquímicas de la 

enfermedad de Huntington pueden reproducirse de manera acertada por 

medio de la administración intraestriatal de ácido quinolínico (QUIN) en 

ratas. El QUIN es un metabolito endógeno y agonista de los receptores 

N-metil-D-aspartato (NMDAr), por lo que una exposición constante del 

QUIN a estos receptores genera una sobreactivación conocida como 

excitotoxicidad; la cual está asociada con un incremento en los niveles 

de Ca2+ citosólico, disminución de ATP y de ácido γ-aminobutírico 

(GABA), pérdida específica de células GABAérgicas y colinérgicas, daño 

por estrés oxidante en la célula y finalmente muerte celular. 

La participación de radicales libres y el consecuente estrés 

oxidante/nitrosante son parte del mecanismo neurotóxico del QUIN por 

lo que es importante conocer las fuentes de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) involucradas en el proceso de neurodegeneración. Una de 

las principales fuentes endógenas de radicales libres en la célula es la 

enzima NADPH oxidasa (NADPH ox) que se encarga de la producción del 

ión superóxido (O2
-), un precursor para otras ERO más oxidantes. Existe 

evidencia de que la sobreactivación de la NADPH ox interviene en la 

neurodegeneración en la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, aunque 

no se sabe con exactitud los mecanismos por los cuales se activa. 

Debido a que el daño con QUIN se ha asociado a estrés oxidante y a que 

existe evidencia de la participación de la NADPH ox en otras 

enfermedades neurodegenerativas, en el presente trabajo se evaluó el 

efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa (apocinina; APO) sobre los 

cambios bioquímicos, morfológicos y conductuales que se inducen en un 
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modelo experimental de la enfermedad de Huntington. Los resultados 

muestran que la administración de APO (5 mg/kg i.p.) previene 

significativamente el daño neuronal y la conducta rotatoria (giros 

ipsilaterales) en los animales, cuando se administra 30 min antes y 60 

min después de la administración intraestriatal de QUIN. Además, la 

administración de APO previno el incremento en los niveles de 

lipoperoxidación inducidos por el QUIN. Finalmente, el QUIN 

incremento significativamente la producción de O2
●− en homogenados 

estriatales, la cual incremento aún más en presencia de NADH (sustrato 

de la NADPH ox). Estos resultados  sugieren que la NADPH ox 

participa activamente en la generación de ERO, tras la 

sobreactivación de los NMDAr inducida por el QUIN. Se evaluaron 

otras posibles fuentes celulares de  O2
●− y se observó que la xantina 

oxidasa, la sintasa de óxido nítrico  y el complejo II mitocondrial no 

contribuyen significativamente a la producción de O2
●− en el modelo con 

QUIN al tiempo en que se desarrollo el estudio (2 h). Estos resultados 

sugieren que la sobreactivación de la NADPH oxidasa podría estar 

participando en el desarrollo de la enfermedad de Huntington debido a 

una sobreproducción de O2
●−, que conlleva a la producción especies 

oxidantes más reactivas, resultando finalmente en la muerte  neuronal. 

Los resultados obtenidos, también nos permiten proponer a la NADPH ox 

como un blanco terapéutico para el desarrollo de una terapia eficaz para 

el tratamiento de la enfermedad de Huntington. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Planteamiento del problema 

 

Se ha demostrado que alteraciones en la estructura molecular y en la 

funcionalidad de las biomoléculas de células cerebrales en diversas 

enfermedades neurodegenerativas crónicas como la enfermedad de 

Huntington están asociadas a la sobreproducción de ERO que generan 

estrés oxidante/nitrante celular, y que esto a su vez contribuye al daño 

celular asociado a las modificaciones en el comportamiento y a la 

pérdida de las capacidades cognitivas del paciente que sufre de esta 

enfermedad. En el modelo con QUIN un evento importante es el daño 

ocasionado por el estrés oxidante/nitrante, por lo que resulta de gran 

importancia el reconocer las fuentes de entidades reactivas de oxigeno 

que están involucradas en el estrés, a fin de conocer los mecanismos de 

daño y proveer las bases para el desarrollo de una terapia eficaz para el 

tratamiento de esta enfermedad. Por ello, en este trabajo se evaluó la 

participación del complejo enzimático NADPH oxidasa como una posible 

fuente de ERO en el modelo con QUIN ya que se ha observado que 

existe activación de esta enzima multimérica en otras enfermedades 

crónico degenerativas. 

 

1.2. Objetivo 

 

1.2.1. Objetivo general 

 

Evaluar la participación de la NADPH oxidasa en el daño producido por el 

estrés oxidante en el modelo con QUIN utilizando APO como inhibidor 

específico de la NADPH oxidasa. 
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1.2.2. Objetivos particulares 

 

Comprobar la contribución de la NADPH oxidasa en la generación de 

anión superóxido en el modelo con QUIN y evaluar el efecto de la APO 

sobre la actividad de la enzima. 

 

Evaluar el efecto de la APO sobre las alteraciones conductuales 

producidas por la inyección de QUIN en el estriado de ratas.  

 

Observar las modificaciones histológicas generadas por la administración 

de QUIN en estriado de ratas e investigar el efecto de la APO sobre 

estas modificaciones.  

 

Evaluar el efecto de la APO en la generación de productos de 

lipoperoxidación generados por el QUIN. 

 

1.3. Hipótesis 

 

Si la NADPH oxidasa está involucrada en la producción del anión 

superóxido en el modelo experimental con QUIN entonces la 

administración de un inhibidor específico de esta enzima como lo es la 

APO, prevendrá o atenuará el daño neuronal generado por el estrés 

oxidante inducido por la inyección de QUIN. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
6 

2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. La enfermedad de Huntington 

 

La enfermedad de Huntington es un desorden autosómico dominante, 

neurodegenerativo, progresivo, incurable y fatal que afecta de igual 

manera a hombres como a mujeres y se caracteriza por el movimiento 

anormal involuntario (corea, disquinesia y distonia) que semeja a 

posturas de baile; por esa razón, el nombre de esta enfermedad en sus 

inicios fue “corea de Huntington” ya que la raíz etimológica griega de 

“corea” es “baile”. También se presentan dificultades en el habla 

(disartria). El progreso de las alteraciones motoras se puede dividir en 

tres etapas: la fase inicial se identifica por la existencia de movimientos 

involuntarios abruptos acompañados por temblor; en la segunda etapa 

el paciente no puede realizar movimientos coordinados por lo que la 

capacidad de realizar actividades cotidianas se ve limitada, se incluyen 

movimientos de los músculos de las extremidades, cabeza, cara y 

tronco; en esta fase también comienzan a declinar las funciones 

cognitivas y es notoria la pérdida de peso. Para la tercera y última etapa 

que es aproximadamente de 15 a 20 años después del inicio de la 

enfermedad, los movimientos coreicos son sustituidos por rigidez y 

bradiquinesia; la muerte del paciente ocurre en esta etapa (Harper, 

1991).  

La enfermedad de Huntington se manifiesta cuando el gen que codifica 

para la proteína huntingtina localizado en la región 4p16.3 en el brazo 

corto del cromosoma 4 muestra un incremento en el número de tripletes 

CAG (Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). La 

huntingtina es una proteína muy grande que se ha conservado a través 

del tiempo en organismos vertebrados (Gissi et al., 2006) y presenta 

una elongación en el sitio N-terminal del aminoácido glutamina 
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proveniente del triplete CAG que codifica para ese aminoácido, por lo 

que en determinada extensión anormal de CAG se genera la proteína 

mutada que resulta citotóxica para el tejido cerebral de los pacientes, 

especialmente para el ganglio basal y la corteza, dando origen a la 

sintomatología de la enfermedad que no sólo se manifiesta como 

desórdenes neurológicos, sino también en alteraciones en tejidos 

periféricos como disfunciones cardiacas, de músculo esquelético, 

endócrinas (páncreas, glándulas adrenales y tejido adiposo), 

anormalidades en tejido sanguíneo, entre otras (Sassone et al., 2009). 

No se sabe con exactitud cómo es que la huntingtina mutada 

interacciona con las biomoléculas celulares pero se ha propuesto que la 

toxicidad adquirida por esta proteína está asociada a una ganancia y/o 

pérdida de función que involucra a toda la extensión de los residuos de 

glutamina y a los fragmentos cortos N-terminales producidos por la 

proteólisis llevada a cabo por diferentes proteasas como la calpaína 

(Gafni et al., 2002; Gafni et al., 2004; Bizat et al., 2003) y algunas 

caspasas (Kim et al., 2001; Graham et al., 2006). El gen de la 

huntingtina está compuesto por 47 exones y es en el exón 1 donde se 

encuentra una secuencia repetida inestable de CAG (Ambrose et al., 

1994). La huntingtina es una proteína que se expresa en casi todos los 

tejidos del cuerpo (Sassone et al., 2009), sin embargo, el papel 

fisiológico de la huntingtina aún no es claro, aunque se ha asociado a los 

procesos de transporte vesicular, transcripción celular (Cattaneo el al., 

2005), apoptosis y a la regulación de la maquinaria de transporte 

intracelular (Borrell-Pages et al., 2006; Reiner et al., 2003). 

La etapa de la vida en la que la enfermedad de Huntington se expresa 

está definida por el número de residuos que se encuentren en la 

huntingtina mutada; en promedio, la población que no padece de esta 

enfermedad tiene de 17 a 20 aminoácidos de glutamina en la 

huntingtina (Kremer et al., 1994), pero si los residuos de glutamina son 
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mayores o iguales a 40 la enfermedad se expresará en la etapa adulta 

presentando primeramente alteraciones psiquiátricas como irritabilidad, 

agresividad y depresión que aunque no están definidos como síntomas 

de la enfermedad se ha observado que los pacientes presentan estas 

alteraciones psiquiátricas antes de ser diagnosticados con la enfermedad 

de Huntington y posteriormente se presentan las alteraciones motoras 

que son la principal característica de la enfermedad; si el número de 

residuos de glutamina sobrepasa de 60, la enfermedad se presenta 

entre los 15 y 20 años de edad y se caracteriza por una progresión 

neurodegenerativa acelerada, rigidez, convulsiones y una marcada 

pérdida de las capacidades cognitivas. La muerte de los pacientes 

jóvenes ocurre entre los 7 y 10 años después de manifestar los primeros 

síntomas (Rasmussen, 2000). 

La neurodegeneración en la enfermedad de Huntington se observa en 

varias regiones del cerebro; sin embargo, la característica más notable e 

importante de esta enfermedad es la atrofia del estriado (Ferrante et al., 

1987) y se ha observado que existe una correlación entre las 

alteraciones de este tejido cerebral con el grado de perturbaciones 

motoras, cognitivas y psiquiátricas (Myers et al., 1988). En pacientes 

asintomáticos también es significativa la atrofia del caudado y el 

putamen (Kloppel et al., 2009; Roucco et al., 2006), esto sugiere que el 

proceso neurodegenerativo (hinchamiento o pérdida de las neuronas) 

comienza antes de que se presenten los síntomas. Otros de los aspectos 

importantes de la enfermedad de Huntington son la atrofia de la región 

cortical así como la degeneración temprana del hipotálamo y en etapas 

avanzadas la degeneración generalizada del cerebro (Petersen y 

Bjorkqvist, 2006). 

Las alteraciones fenotípicas de la enfermedad de Huntington son 

consecuencia de la pérdida selectiva de las neuronas espinosas 

medianas GABAérgicas del estriado (Harper, 1991; Graveland et al., 
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1985). Cabe mencionar que durante el proceso de neurodegeneración 

que se lleva a cabo en la enfermedad de Huntington las neuronas 

grandes y medianas no espinosas se conservan (Ferrante et al., 1985; 

1987). Las neuronas espinosas medianas constituyen el 95% de la 

población total de neuronas que reciben estímulos corticales y liberan 

glutamato, el principal neurotransmisor en el cerebro de los mamíferos. 

El glutamato además de funcionar como un neurotransmisor en ciertas 

condiciones específicas también puede causar muerte neuronal por 

mecanismos de excitotoxicidad. En varios estudios se ha demostrado 

que la inyección intraestriatal de glutamato o de sus análogos como el 

ácido quinolínico (QUIN) y el ácido kaínico induce un patrón de muerte 

neuronal similar al descrito en la enfermedad de Huntington. Los 

sistemas de neurotransmisión como los dopaminérgicos o gabaérgicos al 

ser exacerbados propician defectos mitocondriales en el estriado, 

particularmente en la homeostasis de Ca2+ que se relaciona con la 

excitotoxicidad mediada por receptores de glutamato (Damiano et al., 

2010).  Basados en esta evidencia experimental, la muerte neuronal por 

excitotoxicidad se ha sugerido como un factor importante en la 

patogénesis de la enfermedad de Huntington. Sin embargo, la relación 

entre la excitotoxicidad y la expresión de la huntingtina mutada está 

aún lejos de ser comprendida, sin embargo, se han realizado esfuerzos 

con modelos farmacológicos y transgénicos que conllevan a la 

comprensión de los mecanismos de la degeneración de las neuronas 

espinosas medianas en la enfermedad de Huntington con el fin de 

encontrar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la calidad de 

vida de los pacientes con la enfermedad de Huntington.  
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2.2. Ácido quinolínico 

 

Las excitotoxinas son un grupo de moléculas, estructuralmente 

relacionadas al ácido glutámico o ácido aspártico que poseen la 

capacidad de despolarizar y excitar células neuronales y que bajo 

condiciones apropiadas producen degeneración neuronal (Moroni et al., 

1984a), entre algunas de estas excitotoxinas se encuentran él ácido 

kaínico, el ácido iboténico y el QUIN (acido 2,3-piridin dicarboxílico). El 

QUIN es un compuesto que se encuentra de manera natural tanto en el 

cerebro humano como en el de rata (Wolfensberger et al., 1983; Moroni 

et al., 1984b) y que con el proceso de envejecimiento las 

concentraciones en cerebro de roedores aumentan de manera 

progresiva (Moroni et al., 1984a). Al administrase ionoforéticamente se 

observa que posee potentes propiedades como excitador de los 

receptores glutamatérgicos para el ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) en 

neuronas corticales de hipocampo y estriado y no tiene efecto en células 

del cerebelo ni de médula espinal (Stone et al., 1981). Administrado 

intracerebrovascularmente en ratas el QUIN también se utiliza en 

modelos de epilepsia (Lapin et al., 1982; Foster et al., 1984) lo que 

pone de manifiesto sus propiedades neurotóxicas. 

El QUIN es un análogo estructural del NMDA (Figura 1) y tiene 

propiedades neurodegenerativas tanto in vitro (Kim et al., 1987; 

Garthwaite et al,. 1987) como in vivo (Foster et al., 1983; Schwartz et 

al 1983). Antagonistas selectivos del receptor de NMDA (NMDAr) como 

el ácido D-2-amino-5-fosfonovalérico (Stone et al., 1981), el ácido 2-

amino-7-fosfonoheptanoico (Foster et al., 1984), el ácido 2-amino-5-

fosfonopentanoico (Garthwaite et al., 1987), el MK-801 (Santamaría et 

al., 1993) y el ácido kinurénico (Foster et al., 1984) atenúan 

significativamente la degeneración celular neuronal y previenen un 

aumento en la producción de marcadores bioquímicos utilizados como 
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marcadores de daño producido por el QUIN. Estas características del 

QUIN indican que su toxicidad se debe a que mimetiza la actividad del 

NMDA sobre los NMDAr (Garthwaite et al,. 1987) y a que a 

determinadas concentraciones genera excitotoxicidad. La 

sobreactivación de estos receptores permite la entrada de Ca2+ a la 

célula incrementando los niveles intracelulares de este ion; el Ca2+ 

activará enzimas como proteasas y fosfolipasas que contribuirán a la 

degradación de los diferentes componentes celulares y a la muerte 

celular. Por otro lado, la entrada masiva de Ca2+ lleva a una sobrecarga 

intramitocondrial de este catión (Damiano et al., 2010), alterando su 

actividad e interfiriendo en la producción de ATP (Dugan y Kim-Han, 

2006; Schwarcz et al., 1984). Otro evento involucrado en la muerte 

excitotóxica es la generación de radicales libres, como resultado de la 

disfunción mitocondrial y de la activación de enzimas dependientes de 

Ca2+ como la xantina oxidasa, la sintasa de óxido nítrico, entre otras. 

Los radicales libres que se producen dañan lípidos, componentes 

protéicos y ácidos nucléicos celulares. (Lafon-Cazal et al., 1993), 

contribuyendo a la cascada de muerte neuronal.  

 

 

                                     

                      N-metil-D-aspartato                  Ácido quinolínico 

 

Figura 1. Estructura química del N-metil-D-aspartato (NMDA) y del ácido 
quinolínico (QUIN). 

 

El QUIN es un metabolito de la vía de la L-kinurenina (Figura 2) que 

forma parte de la vía de degradación del L-triptófano que es la principal 



 

 
12 

ruta catabólica de este aminoácido en mamíferos, cuyo objetivo 

principal es la biosíntesis del cofactor nicotinamida adenina dinucleótido 

(NAD+) (Schwarcz et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Vía de la kinurenina. Degradación del triptófano en células de 
mamífero (Schwarcz et al., 2009). 
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Esta vía de catabolismo del triptófano está implicada en 

inmunosupresiones, en enfermedades autoinmunes y en el SIDA 

(Belladonna et al., 2007; González et al., 2008). Aunque se ha 

caracterizado a cada una de las enzimas que llevan a cabo el proceso de 

conversión del triptófano a QUIN todavía no se sabe exactamente sus 

implicaciones en los procesos biológicos.  

La vía de la kinurenina es de especial atención ya que además del QUIN 

que se produce en esta ruta catabólica se han identificado dos 

compuestos más con propiedades de activación neuronal: la 3-

hidroxikinurenina y el ácido kinurénico (Figura 2) (Eastman et al., 1989; 

Lapin et al., 1982). 

Como se mencionó anteriormente el QUIN es un agonista de los NMDAr; 

sin embargo, existen diferencias entre los efectos neurotóxicos del QUIN 

y del NMDA. A diferencia del QUIN, el NMDA presenta una potente 

neurotoxicidad en el cerebelo (Garthwaite et al., 1986), no es específico 

para las diferentes poblaciones neuronales en el hipocampo (Nadler et 

al., 1981), es más efectivo en el cerebro inmaduro que en el cerebro 

adulto de ratas (McDonald et al., 1988) y produce pérdida celular 

neuronal en estriado e hipocampo cuyo daño es significativamente 

menos susceptible al bloqueo con ácido kinurénico. También es 

importante mencionar que el ácido kinurénico bloquea los efectos 

epileptogénicos generados por la administración intrahipocampal de 

QUIN (Foster et al., 1984) y disminuye los índices de peroxidación 

lipídica en los homogenados de cerebros de rata en una relación dosis 

respuesta (Ríos y Santamaría, 1991). Estas evidencias junto con el 

hecho de que las lesiones producidas por el QUIN se pueden prevenir 

con antagonistas de amplio espectro para los NMDAr como los ya 

mencionados sugieren que el QUIN sobreactiva un subgrupo de NMDAr 

generando neurotoxicidad y muerte celular (DeCarvalho et al., 1996; 

Monaghan y Beaton, 1991).  
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El mecanismo de toxicidad del QUIN también está asociado con sus 

propiedades para inducir la oxidación de los lípidos que se encuentran 

en el tejido cerebral (Ríos y Santamaría, 1991; Santamaría et al. 1993). 

Se ha demostrado que la administración de QUIN en cerebros de rata no 

sólo aumenta los niveles de lípidos oxidados sino también aumentan en 

el espacio extracelular las ERO y de nitrógeno, como el radical hidroxilo 

(·OH) (Santamaría et al., 2001) y el peroxinitrito (Pérez-De la Cruz et 

al., 2005; Stípek et al., 1997), respectivamente. La generación del ·OH 

también está relacionada a la formación de complejos hierro-QUIN que 

al auto-oxidarse generan esta especie reactiva de oxígeno a través de la 

reacción de Fenton (Pláteník et al., 2001; Santamaría et al., 2001).  

De esta manera, la evidencia experimental sugiere que el daño neuronal 

producido por el QUIN está asociado con una sobreactivación de los 

NMDAr, que entre otras cosas genera la elevación de Ca2+ intracelular 

(Schwarcz et al., 1984), provocando una sobreproducción de radicales 

libres dependientes de Ca2+ (Choi et al., 1988; Bondy et al., 1989) que 

conllevan a la alteración de biomoléculas causando la muerte celular.  

El QUIN se ha utilizado como modelo de la enfermedad de Huntington 

en ratas, debido a que las lesiones generadas por este compuesto son 

similares a las que se presentan en la enfermedad de Huntington en 

humanos. Ejemplos de estas similitudes entre el modelo y la 

enfermedad son la inflamación y la atrofia en el estriado que se pueden 

observar a nivel macroscópico (Dunett y Svendsen, 1993); así como la 

preservación en estriado de una pequeña población de neuronas de 

tamaño medio con dendritas redondeadas y axones cortos que 

contienen somatostatina y neuropéptido Y las cuales también contienen 

NADPH diaforasa. También la supervivencia de neuronas colinérgicas es 

una característica común entre el modelo con QUIN y la enfermedad de 

Huntington (Davies y Roberts, 1988). Con respecto a las similitudes 

bioquímicas se encuentran la disminución del GABA y sustancia P, estas 
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características no son reproducidas por el ácido kaínico, el ácido 

iboténico ni el NMDA (Beal et al., 1986; Ferrante et al., 1987). Este 

modelo también se ha probado al ser administrado en forma crónica en 

estriado y se ha observado que se mantienen las similitudes bioquímicas 

e histológicas de la enfermedad de Huntington hasta en el tratamiento 

de un año (Beal et al., 1991). El modelo con QUIN se ha realizado 

también en primates no humanos observándose similitudes 

histopatológicas y neuroquímicas con la enfermedad de Huntington 

(Ferrante et al., 1993). Como se mencionó anteriormente, el QUIN es un 

compuesto que se encuentra de forma natural en el organismo y debido 

a las ya mencionadas características y similitudes de toxicidad con la 

enfermedad de Huntington se sugirió que este compuesto estaba 

involucrado en el desarrollo de esta enfermedad, en donde una 

alteración en la vía de la kinurenina genera una sobreproducción de 

QUIN; sin embargo, las concentraciones en pacientes que son víctimas 

de la enfermedad de Huntington  tienen niveles normales postmortem 

de QUIN en el putamen y la corteza frontal (Reynolds et al., 1988) o 

incluso menores en fluido cerebro espinal, putamen, núcleo dentado y 

varias regiones corticales (Heyes et al., 1991). También se ha evaluado 

la concentración de QUIN en las excreciones de pacientes con la 

enfermedad de Huntington y se han observado niveles normales de este 

compuesto (Heyes et al., 1985). Sin embargo, se ha vuelto a retomar la 

idea de que el QUIN participa activamente en el desarrollo de la 

enfermedad ya que los estudios mencionados se llevaron a cabo en 

pacientes en los que el grado de la enfermedad de Huntington era 

avanzado, solamente se incluyó un número pequeño de muestras y sólo 

con fines comparativos. En un estudio reciente se midieron los niveles 

de 3-hidroxikinurenina, kinurenato y QUIN en estriado, corteza frontal y 

cerebelo en muestras postmortem de pacientes con la enfermedad de 

Huntington en estado no avanzado y se demostró que existe un 
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incremento de hasta 3 o 4 veces de 3-hidroxykynurenina y de QUIN en 

muestras de pacientes en etapa temprana de la enfermedad de 

Huntington por lo que la participación de estos metabolitos de la vía de 

la kinurenina posiblemente estén involucrados en la fase temprana de la 

patofisiología (Guidetti et al., 2004). 

Cabe mencionar que el QUIN afecta las funciones colinérgicas corticales 

de forma similar a lo que se observa en la enfermedad de Alzheimer por 

lo que se puede utilizar también como una neurotoxina endógena para 

reproducir un modelo de la enfermedad de Alzheimer (Foster et al., 

1984).  

Actualmente se sabe qué gen desencadena la enfermedad de 

Huntington  (Huntington´s Disease Collaborative Research Group, 1993) 

y se utilizan ratones transgénicos en diversas investigaciones (Schiefer 

et al., 2002) ya que estos roedores (R6/1, R6/2, N171-82Q, Hdh/Q72-

80, HdhQ111, CAG140 y CAG150) presentan muchas alteraciones 

fenotípicas que son similares a las observadas en pacientes con la 

enfermedad de Huntington como alteraciones motoras, deterioro 

cognitivo y pérdida de peso corporal (Ferrante, 2009); sin embargo, la 

inyección intraestriatal de QUIN como modelo de la enfermedad se sigue 

utilizando ampliamente debido a que es un método sencillo, barato y 

que reproduce acertadamente las características bioquímicas e 

histológicas de la enfermedad de Huntington que se observan en 

humanos. Además, es claro que el estudio de los mecanismos 

moleculares de toxicidad del QUIN han logrado avances en la 

comprensión de los cambios presentes en la enfermedad de Huntington, 

especialmente en lo que se refiere a la excitotoxicidad (Estrada-Sánchez 

et al., 2008), debido a lo anterior se justifica el uso de este modelo en el 

presente trabajo.  

 

 



 

 
17 

2.3. NADPH oxidasa 

 

Un radical libre es cualquier especie química que contiene uno o más 

electrones desapareados o impares. Estos electrones actúan como 

aceptores de electrones provenientes de otras moléculas, estas 

moléculas al ceder sus electrones se oxidan. Los radicales libres más 

comunes en la célula con el ·OH, el O2
●−y el óxido nítrico. Los radicales 

libres y las moléculas relacionadas se clasifican como ERO por su 

habilidad para realizar cambios oxidantes dentro de la célula (Migliore y 

Coppedè, 2009). 

En el cuerpo humano existen varias fuentes de ERO, la sola respiración 

mitocondrial que es vital para el funcionamiento celular tiene como 

subproductos de su actividad este tipo de moléculas reactivas (Balaban 

et al., 2005). Las funciones en el organismo de las ERO varían, por 

ejemplo, en bajas concentraciones regulan la homeostasis redox, 

controlan el tono vascular, generan respuestas celulares a los cambios 

en las concentraciones de oxígeno, regulan la adhesión de leucocitos al 

endotelio, amplifican la respuesta inmune, participan en la muerte por 

apoptosis, activan cinasas, inducen cambios en las concentraciones de 

Ca2+, regulan el crecimiento y la diferenciación celular, estimulan genes 

proinflamatorios,  entre otras funciones biológicas más  (Droge, 2002). 

Estas ERO al participar en el correcto funcionamiento celular deben estar 

reguladas de manera que exista el equilibrio entre las especies 

oxidantes y las especies antioxidantes. Las especies antioxidantes son 

sustancias que demoran o previenen la oxidación de un sustrato 

oxidable. Los organismos vivos han desarrollado diferentes mecanismos 

para contrarrestar el estrés causado por los agentes oxidantes, estos 

mecanismos pueden ser enzimáticos o no enzimáticos. Entre los 

enzimáticos se encuentra la superóxido dismutasa, la catalasa, la 

glutatión peroxidasa, entre otras. La superóxido dismutasa cataliza la 
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dismutación del anión superóxido a peróxido de hidrógeno y a oxígeno 

molecular. La glutatión peroxidasa reduce el peróxido de hidrógeno y los 

peróxidos lipídicos a agua y a alcoholes lipídicos respectivamente y 

oxida el glutatión a diglutatión. La catalasa cataliza la reacción de 

peróxido de hidrógeno a agua y a oxígeno molecular. Existen además 

otros mecanismos no enzimáticos como el alfa tocoferol (vitamina E), el 

ácido ascórbico (vitamina C), el glutatión, entre otros. El equilibrio entre 

las especies oxidantes y las antioxidantes debe mantenerse, ya que al 

haber una alteración en donde existan más ERO que antioxidantes se 

genera el llamado estrés oxidante que se puede definir como la 

generación de ERO más allá de las necesidades celulares que tienen el 

potencial para dañar lípidos, proteínas y ácidos nucléicos. Los efectos de 

las ERO dependen de las concentraciones locales, la localización celular 

y la proximidad con las moléculas con las que pueden interactuar. Se ha 

comprobado que un exceso de las  ERO participan activamente en varios 

modelos experimentales de patologías como la hipertensión aguda y 

crónica, la inflamación, la diabetes, la enfermedad de Alzheimer, 

meningitis, la isquemia-reperfusión, el Parkinson, la hemorragia 

subaracnoidea, el Huntington,  entre otros (Chrissobolis y Faranci, 2008; 

Schwarcz et al., 2009; Sun et al., 2007),  y clínicamente se ha visto que 

participan en diversos daños celulares que se desarrollan como 

patologías, tal es el caso de múltiples problemas vasculares, la 

ateroesclerosis, la hipertrófia cardíaca, la diabetes, entre otros 

(Paravicini y Touyz, 2008; Lyle y Griendling, 2006; Lee y Griendling, 

2008). Debido a esto la producción de las ERO debe tener mecanismos 

que las  controlen para que se generen sólo en el lugar y el momento 

adecuado. Un ejemplo de la producción regulada de ERO es la función 

llevada a cabo por la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa 

(NADPH ox) que es un complejo enzimático que fue identificado 

primeramente en células fagocíticas como neutrófilos, eosinófilos, 
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monocitos y macrófagos (Batot et al., 1995; Segal et al., 1981) y 

posteriormente se encontraron análogos de esta enzima en células no 

fagocíticas (Quinn et al., 2004). La función de este complejo enzimático 

es la generación del O2
●− por medio de la extracción de electrones de su 

sustrato, el NADPH intracelular, y que posteriormente son transferidos al 

oxígeno molecular para generar el O2
●− (Babior, 1999), es decir, la 

oxidación del NADPH y la reducción del oxigeno molecular (Reacción 1). 

 

      2O2 + NADPH  2O2
●− + NADP+ + H+                  Reacción 1 

 

El anión superóxido generado por la NADPH ox es utilizado como 

materia prima para la producción de otras ERO que se utilizan para la 

defensa del hospedero contra patógenos bacterianos y fúngicos (Quinn 

et al., 2004). Por otro lado, si existe una sobreactivación de esta enzima 

entonces se generarán daños colaterales significativos en los tejidos 

involucrados debido a la presencia de las ERO (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Productos tóxicos de la NADPH ox en neutrófilos. La NADPH oxidasa 
genera el ion superóxido que se dismuta a peróxido de hidrógeno. El peróxido 
y O2

●− pueden reaccionar para producir el ·OH en presencia de iones metálicos. 
El peróxido de hidrógeno puede también servir como un sustrato para la MPO 
(mieloperoxidasa) mediando la oxidación de haluros. Las ERO pueden entonces 
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producir daños al interaccionar con los constituyentes celulares (Cross et al., 
2004). 
 

Entre las ERO que se generan indirectamente por la acción enzimática 

de la NADPH ox a partir del ion superóxido se encuentra el H2O2 que se 

produce por la dismutación del ion superóxido (Liochev y Fridovich, 

2007; Babior, 2004) (Reacción 2).  

 

                 2O2
●−+ 2H+  O2 + H2O2                 Reacción 2 

 

También se genera el HOCl a partir de la oxidación de Cl- con el H2O2, el 
1O2 que se origina de la reacción entre el HOCl y el H2O2 (Steinbeck et 

al., 1992), el ozono (Babior et al., 2003) y el ·OH, el cual se postula que 

se origina de la reacción de Fenton que involucra la oxidación de 

metales como el Fe2+ o el Cu2+ por el H2O2 (Wink et al., 1994) o por la 

reacción entre el ozono y el H2O2. 

La importancia de la NADPH ox en células fagocíticas es clara cuando se 

presentan problemas clínicos derivados de su ausencia o de un mal 

funcionamiento de este complejo, generando la bien estudiada 

enfermedad crónica granulomatosa que se caracteriza por una 

recurrencia frecuente de infecciones bacterianas y fúngicas que se 

manifiesta generalmente en la infancia (Geiszt et al., 2001).  

La NADPH ox descrita en neutrófilos consta de cinco subunidades: 

p47phox, p67phox, p40phox, p22phox y la subunidad catalítica 

gp91phox (también llamada NOX2) (Figura 4). Cuando la enzima no 

está activa NOX2 y p22phox se encuentran principalmente en la 

membrana de vesículas intracelulares y estas dos subunidades se 

encuentran fuertemente asociadas, de hecho se sugiere que NOX2 es 

inestable en ausencia de p22phox ya que se ha visto que en pacientes 

con deficiencia de p22phox también presentan carencia de la proteína  
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NOX2. La activación de la NOX2 requiere la traslocación de los factores 

citosólicos al complejo NOX2/p22phox (Figura 4).  

 

A)                                               B)                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ensamblado de los componentes de la NADPH oxidasa. En estado no 
activado las subunidades NOX2 y p22phox se encuentran principalmente en la 
membrana intracelular de vesículas y se encuentran fuertemente asociadas 
dando estabilidad una a la otra. Los otros componentes celulares se 
encuentran en el citoplasma fuera de la vesícula (A). Cuando se lleva a cabo la 
activación existe un intercambio de GDP a GTP en RAC que activa a esta 
subunidad. La fosforilación de la subunidad citosólica p47phox le produce 
cambios conformacionales que le permiten interactuar con p22phox. El 
movimiento de p47phox atrae a p67phox y p40phox para formar finalmente el 
complejo activo. Una vez activado, hay una fusión de las vesículas que 
contienen a NOX2 con la membrana plasmática. El complejo activo transporta 
electrones del NADPH intracelular al oxígeno extracelular para generar ion 
superóxido (Bedard y Krause, 2007) (B). 
 

La activación de la NADPH ox se debe a la fosforilación de p47phox que 

lleva a un cambio conformacional que permite la interacción con 

p22phox. La subunidad p47phox organiza la traslocación de los otros 

factores citosólicos, es por esta razón que se le llama “subunidad 

organizadora”. La localización de p47phox en la membrana atrae a la 
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“subunidad activadora”, p67phox, que se pone en contacto con NOX2 y 

también atrae a la pequeña subunidad p40phox al complejo. 

Finalmente, la GTPasa RAC interactúa con NOX2 y posteriormente con 

p67phox. Una vez que se ha ensamblado, el complejo activo comienza a 

generar O2
●− por la transferencia de un electrón del NADPH en el citosol 

al oxígeno en el espacio extracelular (Bedard y Krause, 2007) (Figura 

4). 

La gp91phox es una glicoproteína de 570 aminoácidos integrada a la 

membrana plasmática y también se encuentra en la membrana de 

gránulos específicos en neutrófilos y tiene una masa molecular de 91 

kDa, contiene dos grupos hemo no idénticos, uno de los cuales apunta 

hacia el interior de la membrana y el otro hacia el exterior (Cross et al., 

1995; Biberstine et al., 2001). En la región N-terminal presenta seis alfa 

hélices transmembranales que contienen cuatro residuos de histidina 

que están completamente conservados entre todas las enzimas 

homólogas conocidas, estos residuos de histidina, localizados en las 

alfa-hélices 3 y 5 proveen los ligandos axiales y distales para la unión de 

hierro a los grupos hemo (Kawahara y Lambeth, 2007). Además 

contiene un dominio de unión al NADPH y otro al FAD en la región 

citoplasmática C-terminal, formado así un núcleo que transporta 

electrones del NADPH, vía el FAD y dos hemo al oxígeno molecular 

(Sumimoto et al., 2008) (Figura 5). 
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Figura 5. Modelo de la subunidad catalítica gp91phox. Se observan las seis 
hélices transmembranales y los extremos amino y carboxilo terminales que se 
organizan como se muestra en el esquema. Los dos grupos hemo se 
encuentran dentro de la membrana, uno está ubicado hacia el exterior de la 
membrana y se encuentra en los residuos de His115 e His222. El segundo 
hemo está ubicado hacia el interior de la membrana y se encuentra en los 
residuos His101 e His209. Los dominios de unión a NADPH y FAD se localizan 
en la parte C-terminal de la proteína. En la membrana gp91phox está asociada 
con p22phox (aquí no se muestra a p22phox) (Cross y Segal, 2004). 
 

 A los homólogos de gp91phox en mamíferos se les ha dado el nombre 

de NOX (NADPH oxidasa) o Duox (oxidasa dual). En humanos se han 

encontrado siete genes que codifican para homólogos de gp91phox que 

son de la NOX1 a la NOX5 y Duox1 y Duox2 (Lambeth et al., 2007). La 

subunidad gp91phox junto con p22phox forma el flavocitocromo b558 

que también es llamado NOX2 y que está integrado a la membrana, las 

subunidades que son citosólicas son p47phox, p67 phox, 40phox y RAC1 

o RAC2 (Dworakowski et al., 2008). 

Aunque la NADPH ox originalmente se consideró como una enzima que 

únicamente se expresaba en células fagocíticas que involucraban la 

defensa del huésped y la inmunidad innata, hoy en día se sabe que la 
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familia de las NADPH oxidasas se expresa en muchos tejidos y median 

diversas funciones biológicas. La NOX1 se encuentra en colon y en 

células vasculares y participa en la defensa del huésped y en el 

crecimiento celular; la NOX2 es la subunidad catalítica de la oxidasa en 

fagocitos, pero también se expresa en células vasculares, cardiacas, 

renales y neuronales; la NOX3 se encuentra en tejido fetal y en oído 

medio del adulto y participa en la función vestibular; la NOX4 fue 

originalmente llamada Renox (oxidasa renal) debido a su abundancia en 

el riñón, también se encuentra en células vasculares y osteoclastos; la 

NOX5 es un homólogo que se encuentra en testículos y tejido linfoide así 

como en células vasculares. La Duox1 y la Duox2 son enzimas tiroideas 

involucradas en la biosíntesis hormonal mediada por la tiroides. Todas 

las proteínas NOX están presentes en la mayoría de los roedores y en el 

humano; el genoma del ratón y de la rata no contiene el gen para NOX5 

(Paravicini et al., 2008). 

En cerebro se ha encontrado el mRNA de la familia las NOX, 

especialmente de la NOX2 y pequeñas cantidades de la NOX4 y la NOX5 

(Cheng et al., 2001). Así mismo, se han encontrado todos los 

componentes de la NADPH ox en el cerebro de ratón especialmente en 

hipocampo, corteza, amígdala, estriado y tálamo (Serrano et al., 2003). 

El cerebro consume el 20% del oxígeno que circula por el cuerpo lo que 

se traduce en una alta producción de ERO. Además el sistema nervioso 

es particularmente sensible al estrés oxidante debido a la gran cantidad 

de ácidos no saturados en muchas de las membranas de las células que 

lo conforman y a la relativamente baja abundancia de defensas 

antioxidantes (Sun et al., 2007). 

Las células que constituyen al sistema nervioso central son 

principalmente las neuronas, los astrocitos y los oligodendrocitos y 

también  microglia. La microglia son células parecidas a los macrófagos 

y por lo tanto producen grandes cantidades de ERO a través de la 
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NADPH oxidasa (Vilhardt et al., 2002). Los oligodendrocitos son 

responsables de la mielinación en el sistema nervioso central, no se ha 

encontrado evidencia de que generen ERO, sin embargo, estas células 

son responsables de generar ERO en células vecinas (Atkins y Sweatt, 

1999). Los astrocitos son células gliales con una compleja función en el 

sistema nervioso central: proveer sustratos y moléculas reguladoras 

para las neuronas y también participan en la respuesta inflamatoria. Los 

astrocitos producen ERO a través de las NADPH oxidasas (Abramov y 

Duchen 2005; Pawate et al., 2004).  

Debido a que la NADPH ox representa una fuente de ERO en el tejido 

nervioso se podría considerar como una de las causas de la 

neurodegeneración por estrés oxidante en el modelo con QUIN en ratas, 

por lo que para poner en evidencia la participación de este complejo 

enzimático se inhibió esta enzima de manera selectiva para lo cual se 

utilizó APO. 

 

2.4. Apocinina 

 

Con base en las evidencias de la presencia y participación de la NADPH 

ox en la generación del anión superóxido en diferentes tejidos, se ha 

sugerido que bloquear o disminuir la actividad de esta enzima podría 

disminuir los efectos tóxicos generados por este radical. Existen varios 

inhibidores de la NADPH ox, entre ellos se encuentran la APO, el fluoruro 

de aminoetil benzensulfonil también conocido como Pefabloc© y el 

péptido antibiótico PR-39 (Shi et al., 1996), estos tres inhibidores 

previenen la unión de p47phox a p22 phox. También existe el cloruro de 

difenilen yodonio (DPI) que es un inhibidor de flavoproteínas  (Sun et 

al., 2007; Cai et al., 2003), el óxido nítrico también es un potente 

inhibidor debido a que produce una S-nitrosilación en p47phox alterando 
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la interacción de esta subunidad con el resto de la proteína (Selemidis et 

al., 2007). 

La APO también es llamada acetovanillona y su nombre químico es 4-

hidroxi-3-metoxiacetofenona. Es una molécula pequeña que fue descrita 

por primera vez en 1883 por Schmiedeberg y fue aislada de las raíces 

de la planta Apocynum cannabinum; se extrae de la planta medicinal 

Picrorhiza kurroa que es una planta nativa de las montañas de la India, 

Nepal, Tíbet y Pakistán y es utilizada en la medicina tradicional 

(Stefanska y Pawliczak, 2008). Tiene un peso molecular de 166.17, 

forma agujas cuando se recristaliza de agua y su punto de fusión es de 

115°C (Luchtefeld et al., 2008) (Figura 6). 

 

Figura 6. Fórmula estructural de la apocinina. 

 

La APO se ha utilizado como inhibidor de la NADPH ox en neutrófilos 

siendo su principal papel el disminuir la producción de anión superóxido; 

sin embargo, no afecta otras actividades celulares como la fagocitosis 

(Simons et al., 1990; Stolk et al., 1994). El mecanismo por el cual actúa 

la APO sobre la enzima aún no se conoce en su totalidad; sin embargo, 

se ha sugerido que bloquea el ensamblado de la NADPH oxidasa (Stolk 

et al., 1994) impidiendo que la subunidad citosólica p47phox se integre 

al complejo enzimático (Barbieri et al., 2004). 

Un mecanismo de acción propuesto es que la APO primeramente es 

metabolizada en el organismo formando oligómeros de APO, esta 

reacción es catalizada por la mieloperoxidasa (Johnson et al., 2002) 

(Figura 7).  
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Figura 7. La apocinina se oxida por medio de una reacción catalizada por la 
mieloperoxidasa (MPO) en presencia de peróxido de hidrógeno que genera un 
dímero de apocinina (Stefanska y Pawliczak, 2008). 
 

También se ha visto que la mieloperoxidasa en presencia de peróxido de 

hidrógeno no sólo cataliza la formación de dímeros sino también de 

otros oligómeros de APO a través de la generación de radicales de APO y 

que estos compuestos son incluso más activos que la APO en su forma 

monomérica (Kanegae et al., 2007; Stefanska y Pawliczak, 2008; 

Ximenes et al., 2007) (Figura 8). 
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Figura 8. Ruta de la oxidación de la apocinina catalizada por la 
mieloperoxidasa que genera trímeros de apocinina. (Ximenes et al., 2007). 
MPO: mieloperoxidasa.  
 

Aunque la oxidación de la APO a metabolitos más activos se atribuye a 

la acción catalítica de la mieloperoxidasa no se debe descartar que otros 

oxidantes celulares sean capaces de oxidar a la APO (Ximenes et al., 

2007) ya que este compuesto es un inhibidor de la NADPH ox en células 

endoteliales que no contienen mieloperoxidasa (Johnson et al., 2002). 

 

Una vez formados estos oligómeros de APO intervienen en la 

traslocación de p47phox a NOX2 (Simons  et al., 1990; Stolk et al., 

1994) (Figura 9). 
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A)                                                          B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. A) NADPH oxidasa en su forma activa. B) Mecanismo de 
inhibición de la apocinina (Stefanska y Pawliczak, 2008). 
 

Estos metabolitos de la APO podrían formar enlaces covalentes 

conocidos como aductos de Michaels (Crabb et al., 2002)  con los 

residuos de cisteína de la subunidad p47phox (Simons et al., 1990; Hart 

et al., 1990) tal y como lo hace el óxido de fenilarzina que es un 

inhibidor de la NADPH ox, que se une covalentemente a los grupos tioles 

de la enzima, evitando así su ensamblado y activación (Le Cabec et al., 

1995).  

Se sabe que la subunidad p47phox contiene cuatro residuos de cisteína 

en las posiciones 98, 11, 196 y 378 y es justamente en la cisteína 196 

que existe uno de los dos dominios SH3 de p47phox (Figura 10 A) que 

interactúan con una región rica en prolina de la subunidad membranal 

p22phox de la NADPH oxidasa (Figura 10 B) (Leto et al., 1994; Babior, 

1999; Groemping et al., 2005), de esta manera, si se modifica la 
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cisteína 196 por una quinona proveniente de la polimerización de la APO 

entonces puede prevenir el ensamble de la NADPH oxidasa aunque no 

se descarta la posibilidad de cambios conformacionales de la subunidad 

p47phox por la interacción de quinonas con algún otro residuo de 

cisteína presente en la proteína (Mora-Pale et al., 2009). 

 

A)                                               B) 

 

 

 

Figura 10. Complejo activo de la NADPH oxidasa. A) Las subunidades 
citosólicas (p47phox, p67 phox, p40 phox y RAC 1 o RAC 2 se traslocan a la 
membrana para unirse a p22phox y a la unidad catalítica gp21phox. B) La 
unión de las subunidades (en membrana y citosol) se deben a la interacción de 
los dominios SH3 de p47phox con las regiones ricas en prolina (PRR) de 
p22phox y de p67phox (Mora-Pale et al., 2009). 
 

La APO es un compuesto que ha sido ampliamente estudiado en 

modelos animales dando resultados favorables en modelos de asma 

(Dodd-o et al., 2000;  Hart et al., 1990), artritis (Salmon et al., 1998), 

daño cerebral por isquemia/reperfusión (Tang et al., 2007; Wang et al., 

2006; Zheng et al., 2006; Lo et al., 2007), ateroesclerosis (Holland, 

1999) y tiene efectos similares a los producidos con el bloqueo de la 

ciclooxigenasa tal y como lo hacen los antiinflamatorios no esteroidales 

como el ibuprofeno (Hougee et al., 2006; Labefer et al., 1999). En estos 

estudios el papel que la APO juega es el de disminuir los niveles de 

especies oxidantes celulares. Estas características de la APO dan cabida 
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a la continua investigación de este compuesto y en el presente trabajo a 

evaluar su participación en la inhibición de la NADPH ox en un modelo 

experimental de Huntington en ratas.  

 

3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Materiales 

 

El ácido quinolínico (QUIN), la apomorfina, el β-nicotinamida adenina 

dinucleótido (β-NADH), el cloruro de difenilen yodonio (DPI), la 

apocinina (APO), la L-arginina, la xantina, el N-[2-hidroxietil] 

piperazina-N-[ácido-2-etanosulfónico] (HEPES), el fenil metil sulfonil 

fluoruro (PMSF) y el DNA de testículo de salmón se obtuvieron de Sigma 

(St. Louis, MO, USA). El dihidroetidio (DHE) se obtuvo de Molecular 

Probes (Eugene, OR, USA). El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), 

etanol y metanol se obtuvieron de Mallinckrodt Baker (Xalostoc, Edo. 

México, México). Todos los demás reactivos fueron grado analítico y se 

obtuvieron de fuentes comerciales conocidas. Se utilizó agua 

desionizada de un sistema Milli-RQ (Millipore, Bedford, MA. USA) para 

preparar las soluciones.  

 

3.2. Animales 

 

Se utilizaron ratas Wistar con un peso entre 270-320 g criadas bajo 

condiciones constantes de temperatura (25°C ± 3°C), humedad (50% ± 

10%) y luz (ciclos de 12 h de luz y oscuridad) en el Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía. Para todos los propósitos experimentales, se 

mantuvieron en cajas de acrílico con cinco animales por caja y se les dio 

alimento comercial para rata (Laboratory rodent diet 5001; PMI Feed 

Inc., Richmon, IN) y agua ad libitum. Todos los procedimientos con 
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animales se llevaron a cabo de acuerdo a la guía de los Institutos 

Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio y 

a los parámetros locales sobre ética en el uso de animales por el 

Ministerio de Salud de México. Durante todos los experimentos, se 

realizó el mayor esfuerzo para minimizar el sufrimiento de los animales.  

 

3.3. Diseño experimental 

 

Se diseñaron dos esquemas diferentes para evaluar la eficacia de la APO 

como un inhibidor de la NADPH oxidasa. El primer esquema consistió en 

evaluar su protección al aplicarlo antes y después de la lesión 

intraestriatal con QUIN, en el segundo esquema únicamente se evaluó 

su actividad postlesión. Se decidió realizar estos dos esquemas en base 

a la rápida activación de la NADPH oxidasa después de un evento tóxico.  

El QUIN es un compuesto que administrado de forma intraestriatal en 

roedores y primates no humanos reproduce algunas de las 

características de la enfermedad de Huntington (Shear et al., 1998). 

Todos los experimentos se llevaron a cabo  durante la mañana a partir 

de las 7 am. Se utilizaron seis grupos de ratas, en donde cada grupo 

tenía siete ratas (n = 7). Los esquemas de trabajo para cada grupo fue 

de la siguiente manera: CT (control) y QUIN recibieron dos 

administraciones sistémicas de vehículo (solución salina isotónica i.p.); 

los grupos APO(-30/+60) y  QUIN + APO(-30/+60) recibieron dos dosis 

de APO (5 mg/kg, i.p.), la primera se administró 30 min antes y la 

segunda 60 min después de haber realizado la infusión intraestriatal; 

finalmente los grupos APO(+30) y [QUIN + APO(+30)] recibieron 

únicamente una administración de APO (5 mg/kg, i.p.) 30 min después 

de que se realizó la infusión intraestriatal. Los grupos CT, APO(-30/+60) 

y APO(+30) también recibieron una infusión de vehículo en el estriado 

derecho, mientras que los grupos QUIN, QUIN + APO(-30+60) y QUIN + 
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APO(+30) recibieron una sola administración intraestriatal de 1 μl de 

QUIN (240 nmol/μl). Las inyecciones instraestriatales se llevaron a cabo 

en ratas anestesiadas con pentobarbital sódico (40 mg/kg, i.p.), y en las 

siguientes coordenadas: +0.5 mm anterior al bregma, -2.6 mm lateral 

al bregma, y +4.5 mm ventral a la dura (Paxinos and Watson, 1998). 

Una vez realizada la inyección intraestriatal se mantuvo a los animales 

con vida por 2 h para realizar el ensayo espectrofotométrico de 

fluorescencia (actividad de la NADPH oxidasa); por 3 h para realizar el 

ensayo de peroxidación lipídica y por 7 días para realizar las pruebas de 

conducta e histología. Estos tiempos están basados en reportes previos 

en donde se demuestra que en el curso de pocas horas e incluso en los 

minutos posteriores a la lesión con QUIN ya existe un daño oxidativo 

considerable en estriado, por otro lado, los cambios más notables en la 

conducta y en la morfología son evidentes después de algunos días 

posteriores a la lesión (Rodríguez-Martínez et al., 2000; Santamaría et 

al., 2003a; Silva-Adaya et al., 2008). 

 

3.4. Ensayo espectrofotométrico de fluorescencia para la 

detección de O2
●− en homogenados de estriado de rata 

 

Las muestras de estriado se mantuvieron en hielo y se homogeneizaron 

por sonicación con una solución de buffer HEPES que contenía las 

siguientes concentraciones: HEPES 25mM, EDTA 1 mM y PMSF 0.1 mM. 

Posteriormente los homogenados se centrifugaron a 6,000 g por 5 min a 

4°C y se separó el sobrenadante, que contenía los componentes 

citosólicos y se desechó el sedimento. Se tomaron 20 µg de los 

homogenados obtenidos de la centrifugación y se incubaron en una 

placa con DHE 0.02 mM, DNA de testículo de salmón 0.5 mg/ml y el 

correspondiente sustrato para la NADPH oxidasa, esta incubación se 

llevó a cabo a 37°C por 30 min y en ausencia total de luz.  
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Para detectar la presencia del anión superóxido y su posterior medición 

cualitativa se aprovecharon las propiedades oxidantes de esta especie. 

El anión superóxido oxida al DHE produciendo etidio que se intercala en 

el DNA de salmón, la fluorescencia por la asociación DNA-etidio fue 

producida por excitación a 480 nm y detectada a 610 nm (Satoh et al., 

2005). Las mediciones se realizaron en un lector de microplacas 

(Synergy HT; Bioteck). 

El sustrato utilizado en la mezcla de reacción fue el NADH a una 

concentración de 0.1 mM. Un blanco sin el homogenado se utilizó para 

medir la fluorescencia de fondo y esta medición se sustrajo de cada 

muestra. 

Para confirmar que la NADPH oxidasa se encontraba realmente 

contribuyendo a la producción de O2
●− en el estriado de rata, se analizó 

el efecto sobre la intensidad de la fluorescencia producida por el DNA-

etidio de otro inhibidor de la NADPH oxidasa, el DPI, a una 

concentración de 0.1 mM y se comparó con el efecto del inhibidor en 

prueba, la APO, a la misma concentración.  

Como es posible que el O2
●− provenga también de otras fuentes 

celulares se realizaron ensayos adicionales en donde se agregaron 

sustratos de fuentes potenciales de ion superóxido. Los sustratos fueron 

xantina (0.1 mM) como sustrato para la xantina oxidasa; succinato (5 

mM) como sustrato para la producción mitocondrial de ion superóxido y 

L-arginina (1 mM) como sustrato de la sintasa de óxido nítrico (Satoh et 

al., 2005).  
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3.5. Ensayo para la cuantificación de la peroxidación lipídica 

 

La lipoperoxidación en tejido estriatal se cuantificó por medio de la 

detección de la fluorescencia de productos lipídicos oxidados, 2 h 

después de la administración del QUIN o bien de la solución salina según 

fuera el grupo de trabajo (Perez-Severiano et al., 2004).  

Una vez extraídos los estriados se homogeneizaron en 1.2 ml de 

solución salina isotónica. Alícuotas de 1 mL de este homogenado se 

agregaron a 4 mL de una mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v). Cada 

muestra se agitó en vortex durante 10 segundos, la mezcla se dejó 

reposar por 30 min para permitir la separación de fases. Una vez 

separadas únicamente se conservó la fase orgánica para la medición de 

la fluorescencia que se llevó a cabo en un espectrofotómetro de 

luminiscencia Perkin-Elmer LS55 a 370 nm de excitación y 430 nm de 

emisión. La sensibilidad del equipo se ajustó con una solución estándar 

de quinina (0.1 mg/ml). Con los 0.2 ml restantes del homogenado 

original se realizó una cuantificación de proteínas por el método de 

Lowry para expresar el resultado como intensidad de fluorescencia 

relativa por mg de proteína (I.F.R). 

 

3.6. Pruebas de conducta 

 

La conducta de rotación se tomó como una alteración motriz derivada 

del daño al estriado de los animales. Se realizó la prueba de conducta a 

todos los animales de todos los grupos experimentales. Transcurridos 6 

días de la lesión intraestriatal se administró apomorfina (1 mg/kg s.c.) a 

cada rata y se colocaron en cajas de acrílico individuales. Cinco minutos 

después de haber recibido la administración de apomorfina se contaron 

los giros ipsilaterales durante una hora. Un giro se definió como una 

vuelta de 360°  (Pérez de la Cruz et al., 2005; Silva-Adaya et al., 2008) 
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3.7. Análisis histológicos 

 

Los tejidos cerebrales se recolectaron y se procesaron de acuerdo a 

descripciones previas (Silva-Adaya et al., 2008).  

Siete días después de la infusión intraestriatal de QUIN o de solución 

salina, se anestesió a los animales con 0.3 ml de hidrato de cloral y se 

perfundieron transcardialmente con una solución amortiguada de 

fosfatos (PBS) que contenía heparina en una proporción de 1/500 (v/v). 

A continuación se perfundió con una solución a 4°C de formaldehido al 

10% (v/v). Se prosiguió a obtener el tejido cerebral de la rata y se 

fijaron por 24 h en una solución de formalina. Posteriormente, los 

tejidos se incluyeron en parafina, y se obtuvieron cortes en un 

micrótomo 820 Histo-STAT (American Instrument Exchange, Inc., 

Haverhill, MA) de 6 µm cada 100 μm de corte cubriendo una distancia 

de 300 μm (100 μm anteriores y 100 μm posteriores a la lesión con la 

aguja). Todas las muestras se tiñeron con hematoxilina-eosina para 

visualizar la morfología de los cuerpos celulares. 

 

3.8. Evaluación cuantitativa de las lesiones 

 

Para la cuantificación de células en las preparaciones se tomaron al azar 

en promedio 10 campos de tres cortes por cerebro. El criterio para 

cuantificar neuronas dañadas incluyó núcleos picnóticos, vacuolación 

citoplásmica y atrofia neuronal.  

 

3.9. Análisis estadístico 

 

Todos los datos están presentados como la media ± SEM. Los datos se 

analizaron con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey o 
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Bonferroni, usando el software Prism 5.02 (GraphPad, San Diego, CA, 

USA). Un valor de p < 0.05 se consideró estadísticamente significativo.  

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Detección de O2
●− 

 

La fluorescencia detectada en los homogenados de estriado de ratas 

tratadas con QUIN fue 1.3 veces mayor con respecto al control, lo que 

indica un aumento en la producción de O2
●− en los homogenados que 

provenían de ratas inyectadas con QUIN. Además, en los dos esquemas 

experimentales de trabajo en los que se administró tanto APO como 

QUIN se detectó una disminución de producción de O2
●− (Figura 11).  La 

administración de dos dosis de APO [QUIN + APO(-30/+60) = 0.75 ± 

0.07 fluorescencia DHE (/control)] redujo de manera más efectiva la 

producción de O2
●− que una sola dosis de APO [QUIN + APO(+30) = 

0.93 ± DHE fluorescencia(/control)]. Tanto en el tratamiento con APO(-

30/+60) = 0.65 ± 0.05 como en el APO(+30) = 0.7 ± 0.07 se observó 

la reducción de la producción de O2
●− con respecto al control (Figura 

11), lo que pone de manifiesto que la administración in vivo de APO es 

capaz de atenuar la producción de O2
●− en los homogenados de estriado 

de ratas tratadas con QUIN.  
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Figura 12. Efecto de la adición de NADH y de inhibidores de la NADPH oxidasa 
sobre la producción de O2

●−. Se cuantificó por medio de un ensayo de 
fluorescencia con  dihidroetidio (DHE) en homogenados de estriado de rata. 
Los animales se sacrificaron 2 h después de la inyección intraestriatal de QUIN 
o de solución salina. Los datos muestran los efectos del cloruro de difenilen 
yodonio (DPI) o apocinina (APO) sobre la producción de O2

●− inducida por el 
NADH en homogenados de estriado tanto en muestras control (barras blancas) 
como en muestras tratadas con QUIN (barras negras). Los datos se expresan 
con respecto al control (sin NADH y sin inhibidores de la NADPH ox). Los 
valores son la media ± SEM de cuatro o cinco animales. aP < 0.05 vs la 
columna 1 (CT): NADH(-), APO(-) y DPI(-). bP < 0.05 vs la columna 2 (QUIN): 
NADH(-), APO(-) y DPI(-). cP < 0.001 vs la columna 4 (QUIN): NADH(+), 
APO(-) y DPI(-). 
 
Es de remarcar que no se observó un aumento en la producción de O2

●− 

en los homogenados de estriado de ratas tratadas con QUIN a los que 

se les adicionó por separado xantina, succinato y arginina (tabla 1). 

 

Tabla 1. Producción in vitro de O2
●− en homogenados de estriado de ratas 

tratadas in vivo con QUIN en presencia de diferentes sustratos.  
 

Grupo Fluorescencia de DHE (/control) 

QUIN 1.3 ± 0.04 

QUIN + xantina 1.0 ± 0.1 

QUIN + succinato 1.1 ± 0.1 

QUIN + L-arginina 1.2 ± 0.1 
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4.2. Lipoperoxidación 

 

La administración intraestriatal de QUIN en ratas incrementó la 

formación de productos lipídicos fluorescentes en un 45% con respecto 

al grupo control (CT), mientras que los tratamientos con APO 

disminuyeron la formación de productos lipídicos fluorescentes hasta 

niveles basales (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Efecto de la apocinina (APO) sobre la peroxidación lipídica inducida 
por el QUIN. Se cuantificó la Intensidad de fluorescencia relativa (I.F.R.) 
producida por los productos de la peroxidación lipídica. Las ratas recibieron 
APO (5 mg/kg, i.p.) o solución salina 30 min antes y 1 h después de las 
inyecciones intraestriatales de QUIN (240 nmol/μl) [QUIN + APO(-30/+60) o 
30 min después de la inyección con QUIN [QUIN + APO(+30)]. 3 h después de 
la infusión de QUIN o solución salina se obtuvieron los estriados para el 
ensayo. Los valores son la media ± SEM (n=6). aP < 0.001 vs los grupos 
control (CT), APO(-30/+60), APO (+30) y QUIN + APO(-30/+60). bP < 0.01 vs 
el grupo QUIN. 
 

 

 

 



 

 
41 

4.3. Conducta rotatoria 

 

El QUIN produce un promedio de 194 ± 38 giros ipsilaterales, mientras 

que el tratamiento con APO en ambos esquemas de experimentación 

redujo significativamente este promedio. Para el grupo QUIN + APO(-

30/+60) se obtuvo un promedio de 90 ± 36 y para el grupo QUIN + 

APO (+30) fue de 116 ± 37 giros ipsilaterales. Los grupos CT y APO 

(+30) no presentaron conducta rotatoria (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Efecto de la apocinina (APO) sobre la conducta rotatoria inducida 
por el QUIN en ratas. Se administró a los animales con APO (5 mg/kg i.p.) o 
solución salina 30 min antes y 1 h después de la infusión de QUIN 
(240nmol/μl) [QUIN + APO(-30/+60)] o 30 min después del QUIN [QUIN + 
APO(+30)]. 6 días después, las ratas recibieron apomorfina (1 mg/kg, s.c.) y 
la conducta rotatoria se registró durante 1 h. Los valores son la media ± SEM 
(n=7). aP < 0.001 vs los grupos control (CT), APO(-30/+60) y APO(+30). bP < 
0.01 vs el grupo QUIN. cP < 0.05 vs los grupos CT, APO(-30/+60), APO(+30) y 
QUIN. 
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4.4. Análisis histológico 

 

Se observó un claro contraste entre la apariencia del tejido estriatal bien 

conservado del grupo control (CT) y el tejido del grupo QUIN que 

presentó un  considerable daño celular. El tejido expuesto a QUIN 

presentó gran pérdida neuronal sobre la sección dorsal del estriado, 

abundantes núcleos picnóticos, células hinchadas y destrucción del 

neurópilo. Únicamente la administración de dos dosis de APO fue capaz 

de prevenir algunas de estas alteraciones producidas por el QUIN [QUIN 

+ APO(-30/+60) (Figura 15, panel superior).  

Cuando se administra únicamente la APO en cualquiera de los dos 

modelos experimentales se observan características similares a las del 

grupo CT (no se muestran imágenes). Estos resultados fueron 

respaldados por la cuantificación del daño al tejido nervioso: los 

animales del grupo QUIN + APO(-30/+60) presentaron un decremento 

del 54.4% en el número de neuronas dañadas por campo comparado 

con el grupo con QUIN (Figura 15, panel inferior). 
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Figura 15. Efecto de la apocinina (APO) sobre el daño neuronal inducido por el 
QUIN en el estriado de rata. Los animales recibieron APO (5 mg/kg i.p.) o 
solución salina, 30 min antes y 1 h después de la infusión con QUIN (240 
nmol/μl) [QUIN + APO(-30/+60)] o 30 min después del QUIN [QUIN + 
APO(+30)]. Los cortes fueron de 6 μm y se tiñeron con hematoxilina y eosina. 
Se observaron con un aumento de 40x. La imagen superior muestra una 
fotomicrografía representativa del grupo control (CT), QUIN, QUIN + APO(-
30/+60), y QUIN + APO(+30). Se señalan los núcleos picnóticos (puntas de 
flechas), edema en el neurópilo intersticial (asteriscos) y núcleos hinchados 
(flechas). El gráfico muestra el daño celular representativo cuantificado 7 días 
después de la inyección con el QUIN. Los resultados son la media ± SEM 
(n=5). aP < 0.001 vs los grupos CT y QUIN + APO(-30/+60). bP < 0.001 
contra los grupos CT y QUIN + APO(+30). cP < 0.05 contra el grupo CT. 
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5. ANÁLISIS DE RESULTADOS 
 

Actualmente no hay una terapia efectiva para prevenir las alteraciones 

conductuales y fisiológicas de los pacientes que sufren la enfermedad de 

Huntington por lo que es necesario que se realicen más estudios para 

encontrar terapias farmacológicas para mejorar la calidad de vida de 

estos pacientes. En este sentido, el modelo fenotípico de la enfermedad 

de Huntington inducido por una inyección intraestriatal de QUIN 

(Schwarcz et al., 1983) ha sido de gran utilidad no sólo como un 

acercamiento a la fisiopatología de la enfermedad, sino también para 

evaluar muchas de las herramientas farmacológicas para atenuar las 

alteraciones bioquímicas y conductuales de esta enfermedad. El QUIN es 

un agonista glutamatérgico que actúa sobre la subunidad Nr2b de los 

receptores N-metil-D-aspartato cuya sobreactivación conlleva a una 

cascada de eventos como la excitotoxicidad y el estrés oxidante que 

participa en la muerte celular. La excitotoxicidad favorece la entrada de 

Ca2+ en las neuronas, lo cual a su vez activa muchos de los procesos 

que conllevan al estrés oxidante y nitrante (Stipek et al., 1997; Behan 

et al., 1999; Santamaría et al., 2003 a,b; Perez-De la Cruz et al., 2005). 

Además, el QUIN por si mismo puede formar complejos con Fe(II) y 

entonces puede generar radicales hidroxilo en el estriado (Santamaría et 

al., 2001). También se ha informado que el QUIN disminuye la 

capacidad endógena antioxidante (Perez-De La Cruz et al., 2005; 

Rodríguez-Martínez et al., 2000). Es el presente trabajo se remarca el 

proceso oxidante como una parte integral de la toxicidad producida por 

el QUIN y la contribución de la NADPH oxidasa en este proceso tóxico 

generado en este modelo.  

Se ha propuesto que una de las principales fuentes extramitocondriales 

de O2
●− es la NADPH ox (Orient et al., 2007). Se ha documentado la 

participación de la NADPH ox en la muerte neuronal en modelos 
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experimentales de la enfermedad de Alzheimer (Shimohama et al., 

2000; Abramov et al., 2004; Jana and Pahan, 2004; Hashimoto et al., 

2005; Choi et al., 2005; Abramov y Duchen, 2005; Park et al., 2005; 

Shelat et al., 2008) y en la enfermedad de Parkinson (Gao et al., 2003a; 

b; 2003; Wu et al., 2003; Block et al., 2004; Casajeros et al., 2006; 

Qian et al., 2007; Miller et al., 2007; Joglar et al., 2009). En contraste, 

el papel de la NADPH ox en los modelos experimentales de la 

enfermedad de Huntington ha sido poco estudiado. Por lo que en el 

presente estudio se evaluó si la administración intraestriatal de QUIN 

incrementa la actividad de la NADPH ox. Además, para aclarar el papel 

del complejo enzimático en este modelo experimental, se empleó la 

APO, un inhibidor específico de la NADPH ox (Stefanska y Pawliczak, 

2008). 

Se emplearon dos esquemas de administración de la APO. En el primero 

la apocinina se administró como un tratamiento profiláctico: 30 min 

antes y 1 h después de la inyección del QUIN; en el segundo esquema, 

la APO se inyectó como un agente terapéutico: después de 30 min de la 

inyección del QUIN. En ambos esquemas, la APO redujo 

significativamente las alteraciones sobre la conducta rotatoria inducidas 

por el QUIN; sin embargo, los cambios morfológicos se previnieron 

únicamente con las dos administraciones de la APO. Esto es 

particularmente relevante ya que el comportamiento y los cambios 

morfológicos pueden ser considerados como dos índices de fisiología 

alterada. En este aspecto el efecto protector de la APO fue más evidente 

cuando se dio como un agente profiláctico. Estos hallazgos demuestran 

que la activación de la NADPH ox juega un papel importante en la 

neurodegeneración inducida por QUIN.  

Para confirmar el papel de la NADPH ox en este modelo experimental, la 

producción de O2
●− se evaluó en homogenados de estriado provenientes 

de animales tratados con QUIN que recibieron APO. Se encontró que el 
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QUIN incrementó la producción de O2
●−, y que este efecto se previno por 

la administración in vivo de la APO. La disminución de la producción de 

O2
●− fue ligeramente mayor cuando la APO se dio como un agente 

profiláctico. Además, la administración in vivo de la APO disminuyó la 

producción de O2
●− aún por debajo de los valores del grupo control. 

Estas evidencias respaldan una participación activa de la NADPH ox en 

la producción intraestriatal de O2
●− inducida por el QUIN. Para 

corroborar la participación de la NADPH ox como responsable de la 

producción de O2
●−, los homogenados de estriado se incubaron con 

NADH, el sustrato de la enzima, lo que aumentó aún más la producción 

de O2
●− en los tejidos de estriado de los animales tratados con QUIN. 

Estos resultados demuestran que la NADPH ox es una fuente importante 

de O2
●−. Para corroborar aún más este paradigma, los homogenados se 

incubaron en presencia de inhibidores de la NADPH ox (APO y DPI), los 

cuales lograron bloquear la generación de O2
●− inducida por el NADH. 

Finalmente, la potencial contribución de otras fuentes de O2
●− en los 

tejidos lesionados por el QUIN se puso a prueba cuando se adicionó 

xantina, succinato o L-arginina a los homogenados de ratas tratadas con 

QUIN y no se observó ningún aumento en la producción de O2
●− a las 2 

h. Estos datos sugieren que la xantina oxidasa, la mitocondria y la óxido 

nítrico sintasa no contribuyen de manera significativa al tiempo en el 

que se llevó a cabo el experimento. 

Un incremento en la producción de O2
●− es relevante, en la medida de 

que este radical puede ser el precursor para otras formas más 

oxidantes, como el peroxinitrito, el peróxido de hidrógeno y el ·OH 

(Babior, 2004). En este contexto, la activación de la NADPH oxidasa en 

un ambiente prooxidante inducido por el QUIN está también respaldado 

por el efecto que la APO exhibe sobre la formación de lípidos oxidados. 

La administración de APO fue capaz de atenuar el daño oxidante a los 
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lípidos, sugiriendo que la inhibición de la NADPH oxidasa participa 

activamente para la prevención de estrés oxidante inducido por el QUIN.  

 

6. CONCLUSIONES 

 

1. El daño neuronal producido por el QUIN en el estriado de ratas 

involucra la sobreactivación de la NADPH oxidasa. 

2. La NADPH oxidasa es la principal fuente de O2
●− en el proceso de 

neurodegeneración inducido por QUIN, al tiempo estudiado. 

3. La NADPH oxidasa al ser sobreactivada genera un aumento 

temprano en la producción de O2
●− en el cerebro que conlleva a un 

estado oxidante, que aunado a la excitotoxicidad generada por el 

QUIN produce daños mortales a células neuronales. 

4. La APO funciona como un inhibidor de la NADPH oxidasa  y por lo 

tanto disminuye los efectos tóxicos observados a nivel conductual 

y neuronal producidos por la sobreactivación de la NADPH oxidasa. 

5. Al estar involucrada la NADPH oxidasa de manera importante en el 

daño neuronal, puede ser un blanco terapéutico para los pacientes 

que padecen la enfermedad de Huntington. 
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