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RESUMEN 
Introducción. La excitotoxicidad y las alteraciones del metabolismo energético, 
son dos de los principales eventos patológicos implicados en el daño neuronal que 
se presenta en diversos desórdenes neurodegenerativos como  la enfermedad de 
Huntington. A nivel celular ambos eventos patológicos están estrechamente 
relacionados. Por un lado la excitotoxicidad que sobre-activa los receptores NMDA 
puede producir daño mitocondrial mediado por calcio, la activación de proteasas 
dependientes de calcio, así como por la generación de especies reactivas de 
oxigeno. Por otro lado, la disfunción energética puede conducir al agotamiento del 
ATP alterando el funcionamiento de las bombas iónicas membranales ATP-
dependientes resultando en despolarización de la membrana y generando 
“excitotoxicidad secundaria. Se ha demostrado con anterioridad que la 
administración conjunta de dos toxinas con mecanismos de acción diferentes 
puede producir toxicidad sinérgica. Objetivo: En el presente trabajo se pretende 
conocer los efectos de la administración subtoxica  in vivo de dos toxinas distintas 
(3-NP y QUIN), sobre los niveles de peroxidación lipídica, la viabilidad 
mitocondrial, los niveles totales de GABA y la morfología celular del cuerpo 
estriado en ratas. Metodología: Se utilizaron 24 ratas Wistar macho de entre 280-
300 gramos y se formaron 4 grupos (n=6): 1) control, 2), QUIN i.e. bilateral 
subtóxico (20nmol/µl por lado)  3) 3NP i.p. subtóxico (9mg/kg), 4) 3NP i.p. 
(9mg/kg) y QUIN i.e (20nmol/µl por lado) bilateral subtóxicos. Se empleó el método 
de reducción de sustancias reactivas al TBA para cuantificar la peroxidación 
lipídica (PL) y el de  reducción de sales de MTT para medir la funcionalidad 
mitocondrial en fracciones sinaptosomales; para la cuantificación de células 
alteradas se realizaron cortes coronales a los cerebros previamente perfundidos y 
se realizó una tinción con hematoxilina-eosina; en cuanto a la concentraciones de 
GABA, fueron cuantificadas por medio de cromatografía líquida de alta resolución 
usando una derivatización de precolumna o-phtalaldehído/t-butitiol (OPA). 
Resultados: en el grupo de co-administración subtóxica se observó un incremento 
significativo en los niveles de PL en sinaptosomas estriatales del 50% con 
respecto al control (P<0.05), también se observó un mayor número de células 
dañadas en este mismo grupo del 300% respecto al control (P<0.05); en la 
funcionalidad mitocondrial existió una tendencia a la disminución  en el grupo co-
administrado, pero ésta no fue significativa y finalmente los niveles de GABA en el 
estriado no se observaron  alterados. Conclusión: El modelo de facilitación tóxica 
muestra que la administración de sub-tóxica de 3NP y QUIN incrementa la 
peroxidación de lípidos membranales, altera la morfología neuronal y disminuye la 
funcionalidad mitocondrial, sin embargo los niveles de GABA no se muestran 
alterados a 30 días de su administración.  
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1. Antecedentes  
 

QUIN y 3NP en la enfermedad de Huntington 

 

   La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo 

producido por la expansión del trinucleótido CAG en el gen huntingtina (htt). La EH 

está caracterizada por demencia y degeneración de los ganglios basales 

(caudado-putamen) y la corteza cerebral, y clínicamente se presenta con 

movimientos anormales   de tipo coreico. La EH afecta humanos de mediana edad 

(35-50 años) y presenta un patrón de herencia autosómico dominante. La 

mutación está localizada en el brazo corto del cromosoma 4, siendo la htt su 

proteína mutada (The Huntington's Disease Collaborative Research Group 

(H.D.C.R.G), 1993). La htt de tipo silvestre presenta más de 35 residuos de 

glutamina, mientras que su forma mutante muestra 38 o más residuos. Por lo 

tanto, es considerada como un parámetro diagnóstico que los pacientes con la EH 

presenten más de 35 repeticiones de CAG en  exón 1 de la htt, sin embargo una 

variante juvenil de la enfermedad con un inicio temprano puede mostrar más de 

250 repeticiones de CAG (H.D.C.R.G 1993; Duyao et al., 1993). Hasta ahora la 

participación precisa de la htt aún se desconoce, sin embargo la proteína mutante 

puede ser responsable de alteraciones en algunos componentes del citoesqueleto, 

por consiguiente conduciendo a una afectación del transporte axonal y muerte 

celular (Duyao et al., 1993). 

   Las alteraciones bioquímicas encontradas en la región del caudado de pacientes 

con la EH son una consecuencia de muerte celular selectiva en neuronas de los 

ganglios basales. Estos cambios incluyen disminución en los niveles de ácido γ-

aminobutírico (GABA) y la síntesis de su enzima glutamato descarboxilasa (GAD), 

acetilcolina (Ach) y la síntesis de su enzima acetil-colina transferasa (CAT), y 

algunos péptidos específicamente localizados en neuronas espinosas de talla 

media (Shoulson, 1984). Adicionalmente, alteraciones importantes en el número 

de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) han sido descritos, sugiriendo que 
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algunos componentes de la transmisión glutamatérgica pueden estar involucrados 

como factores causa en la EH (Ellerby, 2002). 

   En la EH, se pueden distinguir tres estadios de acuerdo a la severidad y 

progresión de la enfermedad: temprana, media y tardía. En el nivel de 

comportamiento, la EH está caracterizada por irritabilidad, obsesiones y 

compulsiones, alucinaciones, deterioro de la memoria, alteración de la dinámica 

familiar, disminución de las funciones ejecutivas y demencia, todos ellos 

inexorablemente progresando a lo largo de las diferentes etapas. El déficit 

cognitivo está acompañado de alteraciones motoras, las cuales incluyen 

alteraciones en movimientos involuntarios y voluntarios. La inquietud motora, 

distonía y corea son movimientos característicos involuntarios de pacientes con la 

EH, mientras que los movimientos voluntarios pueden estar afectados por 

bradicinesia, falta de coordinación y retraso en la iniciación de los movimientos, 

así como en el deterioro en su modulación (The Huntington´s Disease Society of 

America, 2006).  

   Mientras que los cambios neuroquímicos pueden ser responsables de algunas 

de estas alteraciones motoras, aún no es claro si el patrón complejo y progresivo  

del déficit motor y cognitivo es el resultado de múltiples sistemas de 

neurotransmisores comprometidos o poblaciones neuronales afectadas. En este 

aspecto se asume que el componente glutamatérgico en la EH puede estar 

relacionada a estados de excitación temprana, por lo cual, estos cambios pueden 

ser  dependientes del agotamiento de GABA (The Huntington´s Disease Society of 

America, 2006). Los sistemas afectados dopaminérgicos y colinérgicos, también 

han sido involucrados en la EH y constituye una fuente de investigación continua. 

   El uso de modelos animales de la EH tiene el propósito de tratar de elucidar 

aquellos mecanismos tóxicos que conducen a daño neuronal y sus posibles 

interacciones y se pueden clasificar dentro de tres categorías: 1) modelos 

excitotóxicos, 2) modelos de deterioro del metabolismo energético y 3) modelos 

transgénicos. Por lo tanto, dada la información que ha sido recogida a través de 

varios años de investigación sobre estos paradigmas y los desórdenes humanos,  

se puede sugerir sin excluir la mayor hipótesis para neurotoxicidad observada en 
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la EH: a) excitotoxicidad a través de la sobre-activación de los receptores NMDA 

acompañada de estrés oxidativo y eventos inflamatorios; b) deterioro del 

metabolismo energético conduciendo a daño metabólico, daño oxidativo y 

excitotoxicidad secundaria, y c) deleción de la proteína huntingtina, conduciendo a 

su agregación, comprometiendo componentes estructurales de células nerviosas y 

futuro daño metabólico.  

   En otro de los patrones patológicos de esta enfermedad se  observa la 

disminución de los niveles de glucosa y oxígeno en los ganglios basales y en la 

corteza cerebral (Beal 1992). Los cambios específicos en el metabolismo 

respiratorio ocurren comúnmente en la actividad de los complejos I y IV (Brennan 

et al. 1985, Borlongan et al. 1997), y con menor frecuencia también en la actividad 

del complejo II. 

   En consecuencia, las toxinas que afectan la mitocondria están siendo usadas 

como herramientas farmacológicas para mimetizar muchas enfermedades como la 

enfermedad de Huntington. Entre ellas, el 3NP, MPTP, rotenona y malonato son 

bien establecidos como inhibidores del complejo mitocondrial frecuentemente 

usados para investigar las vías celulares clave que provocan neurodegeneración 

en Parkinson o Huntington (Browne and Beal, 2002) 

   Estos hallazgos están de acuerdo con un estudio previo en ratas lesionadas con 

ácido quinolínico, un metabolito endógeno que se encuentra en la vía de la 

kinurenina que ha sido extensivamente usado como otro modelo animal de la 

enfermedad de Huntington (Beal  et al, 1986). 

     

1.1 Glutamato y excitotoxicidad. 
 
   El glutamato es el neurotransmisor más abundante en el sistema nervioso. La 

acción del glutamato en las neuronas esta mediada a través de dos tipos de 

receptores: los ionotrópicos y los metabotrópicos. Los receptores ionotrópicos 

reciben este nombre debido a que se encuentran unidos a canales iónicos y tienen 

un papel muy importante en la neurotransmisión glutamatérgica rápida y basal. 

Los receptores ionotrópicos se clasifican de acuerdo a la especificidad mostrada a 
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diferentes ligandos en: receptores tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), tipo ácido α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoazolpropionico (AMPA) y  receptores 2-carboxi-3-

carboximetil-4-isopropenilpirrolidina (kainato). El NMDAr resulta único entre los 

canales iónicos activados por ligando ya que requiere de la presencia de dos 

agonistas de forma obligatoria para poder activarse: glutamato y glicina (sitios de 

unión localizados en la subunidad NR2 y NR1 respectivamente), además de que 

se ha demostrado que la activación depende de la unión en dos sitios de glicina y 

dos sitios de glutamato de forma independiente lo cual obliga a que los receptores 

funcionales contengan 2 subunidades NR1 y 2 subunidades NR2 (Mayer & 

Armstrong, 2004). Además de las características de sus ligandos, el NMDAr 

también resulta muy especial debido a que además requiere para su activación de 

la despolarización previa de la membrana celular para que sea retirado el ion Mg2+ 

que funciona como “tapón” del poro del canal; esta característica hace que el 

canal NMDA dependa de la activación previa de otros receptores como los AMPA 

(Hynd et al .,2004). Aunado a todo lo anterior, el NMDAr posee además una gran 

diversidad de sitios de modulación y regulación en su estructura, lo cual le confiere 

propiedades funcionales tremendamente versátiles y a veces poco predecibles, 

pudiendo participar simultáneamente tanto en procesos patológicos como la 

excitotoxicidad,  como en procesos fisiológicos como el aprendizaje y la memoria 

(Riedel et al., 2003; Hynd et al., 2004). 

   La excitotoxicidad involucra un drástico incremento en las concentraciones de 

Ca2+ en respuesta a una sobreexposición de las neuronas a los efectos de los 

aminoácidos excitadores (AAE), como el glutamato y sus análogos. En particular, 

los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) juegan un papel relevante en la 

neurotoxicidad inducida por AAE desde su ampliamente distribuido complejo canal 

permeable a Ca2+. Cuando el complejo receptor-canal es estimulado por agonistas 

endógenos o exógenos, una repentina y drástica entrada de este ión a las 

neuronas puede conducir a la activación de vías metabólicas toxicas involucrando 

enzimas proteolíticas (proteasas y endonucleasas), y por consiguiente 

incrementando la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y nitrógeno 

(ERN) (Rami et al. 1997). El incremento en la entrada de Ca2+ se acompaña de 
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una mayor  liberación de glutamato lo cual a su vez amplifica el daño celular a 

través de una retroalimentación positiva, conduciendo así a la muerte apoptótica o 

necrótica (Siesjo 1981, Choi 1988,  Saito et al. 1993). 

 

1.2. Metabolismo energético neuronal 
 

   El sistema nervioso central (SNC) es particularmente vulnerable a variaciones en 

recursos energéticos debido al metabolismo elevado de las neuronas y su 

constante demanda de substratos. Por tal razón, cualquier alteración en el 

metabolismo energético representa un riesgo potencial para el daño y muerte 

neuronal (Lees, 1993). Cambios en la accesibilidad de los substratos energéticos 

(tales como deprivación de oxígeno o glucosa) producen una alteración de las 

bombas iónicas membranales dependientes de ATP lo cual  genera  un mayor 

desbalance en la concentración de iones, afectando el potencial de membrana y 

finalmente conduciendo a su despolarización  lo cual favorece la activación de 

más canales NMDA induciendo mayor entrada de Ca2+ a la célula (excitotoxicidad 

secundaria) (Martin et al. 1994).  

 

1.3. Acido 3 nitropropiónico 
 
   Durante 1950-1960’s, el  ácido 3 nitropropiónico (3NP)  fue identificado como la 

causa del envenenamiento de gallinas y mamíferos en el oeste de los E.U.A., 

causando debilidad general que involucra parálisis. La toxina fue originalmente 

caracterizada como el agente tóxico responsable de la encefalopatía aguda del 

ganado vacuno en las regiones del oeste de Norte América. Los animales 

accidentalmente ingirieron Astragalus (indigofera), el cual tiene grandes 

cantidades de 3-NP. Las investigaciones bioquímicas demostraron después que el  

3-NP es un inhibidor irreversible del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la enzima 

SDH del intercambio respiratorio, el principal constituyente del complejo II de la 

cadena respiratoria (Alston  et. al, 1977; Coles et. al., 1979). Posteriormente, cerca 

de 1000 casos de envenenamiento de 3-NP fueron reportados en China. El 
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consumo de caña de azúcar enmohecida contaminada por el hongo Arthrinium 

durante la celebración del año nuevo Chino produjo encefalopatía aguda en niños 

y adultos, seguido en muchos casos por retraso de distonía y discinesia asociadas 

con la degeneración del putamen (He et. al., 1995).  

   La ingesta accidental de la toxina mitocondrial ácido 3 nitropropiónico produce 

degeneración preferencial del putamen y el núcleo caudado asociado con severos 

síntomas neurológicos en humanos (Strauss and Morton, 2003). La administración 

experimental de 3NP en primates no humanos produce efectos similares (Roitberg 

et al., 2002). En roedores, el caudado-putamen (forman una sola estructura 

anatómica llamada estriado), es también particularmente vulnerable a la 

administración sistémica de 3NP, así que el 3NP puede ser usado para replicar en 

animales de laboratorio el fenotipo de ciertas condiciones asociadas con 

degeneración del caudado-putamen (Strauss and Morton, 2003). 

   El 3NP produce cambios neurodegenerativos que son reminiscentes de aquellos 

reportados en un número de condiciones clínicas causadas por defectos 

mitocondriales principalmente genéticos, desorden en el metabolismo energético-

oxidativo resultado del envenenamiento, isquemia, hipoxia perinatal (Beal, 2005; 

Janavs y Aminoff, 1998). La administración sistémica de 3NP puede ser 

considerada como un camino químico-farmacológico en el cual un modelo de 

desorden mitocondrial y desorden neurodegenerativo involucran el deterioro del 

metabolismo energético. Sin embargo, reciente investigación en 3NP se ha 

conducido en el contexto de la enfermedad de Huntington. Esto probablemente 

resulta del hecho de que el fenotipo neurodegenerativo de la enfermedad de EH 

(degeneración del caudado-putamen con déficits motores y cognitivos) puede ser, 

hasta cierto punto, reproducible usando la administración crónica de 3NP. De 

forma importante, el 3NP produce disfunción mitocondrial, lo cual  se sospecha 

que puede ocurrir muy pronto en el curso de la EH y ha sido observado en 

modelos transgénicos de este desorden (Koroshetz et al. 1997; Jenkins et al. 

1998; Sawa et al. 1999; Panov et al. 2002). En particular, el mecanismo primario 

subyacente a la toxicidad estriatal del 3NP es la inhibición selectiva de la actividad 
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del complejo II del transporte de electrones (Succinato deshidrogenasa, SDH) (Gu 

et al. 1996; Browne et al.1997; Tabrizi et al. 1999). 

   Algunos estudios pioneros en animales de laboratorio condujeron a la 

caracterización anatomo-patológica de la toxicidad de 3NP. A principios de 1980, 

Gould y colaboradores demostraron que el tratamiento con 3NP produjo 

degeneración preferencial del estriado en ratas y ratones (Gould and Gustine 

1982; Gould et al. 1985). Ellos después mostraron que 3NP produjo lesiones a 

través de “hipoxia histotóxica” sin gran participación de los efectos periféricos del 

3NP, así como el incremento en la presión arterial (Hamilton y Gould, 1987a). En 

1987, Hamilton y Gould especularon que la excitotoxicidad mediada por el 

glutamato puede jugar un rol en la degeneración estriatal inducida por 3NP 

(Hamilton y Gould, 1987b). Desde esta hipótesis fueron sugeridos mecanismos de 

la toxicidad de 3NP que con frecuencia han sido asociados con excitotoxicidad.    

Numerosos estudios en cultivos primarios de neuronas mostraron que, en ciertas 

circunstancias, el bloqueo del metabolismo energético oxidativo podría conducir de 

forma secundaria a la cascada excitotóxica de muerte celular (en ausencia de un 

mayor incremento en concentraciones extracelulares de glutamato) y este 

fenómeno involucra principalmente receptores NMDA (Novelli et al, 1988; Zeevalk 
y Nicklas 1990, 1992; Greene et al, 1998). Después se encontró que la inyección 

estriatal de toxinas mitocondriales (tales como amino-oxiacetato,1-metil-4-

fenilpiridinio (MPP+), malonato y rotenona) podría producir lesiones excitotóxicas 

que parecen lesiones producidas por agonistas de receptores NMDA (ej. NMDA y 

quinolinato) y podrían ser bloqueadas por la administración del antagonista del 

receptor NMDA MK-801 (Brouillet et al. 1999; Greene y Greenamyre 1996). 

   Las lesiones producidas por la administración sistémica de 3-NP son más o 

menos específicas del estriado, así como el hipocampo, tálamo y corteza cerebral.    

Los mecanismos primarios de acción de esta toxina involucran, como ya se 

mencionó, la inhibición del complejo II, la succinato deshidrogenasa (SDH) en el 

intercambio de transporte de electrones mitocondrial. La SDH es una enzima muy 

importante localizada en el dominio interno de la membrana mitocondrial y es 

responsable de la oxidación de succinato a fumarato. Cuando la enzima es 
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irreversiblemente bloqueada por 3-NP, disminuyen los niveles de ATP y el proceso 

de muerte neuronal puede ser observado.  

   Estudios bioquímicos en tejido cerebral han sugerido alteraciones mitocondriales 

en la EH. Un defecto consistente en los complejos II-III mitocondriales se ha 

encontrado en el núcleo caudado de pacientes con la EH (Stahl y Swanson, 1974; 

Brennan et al., 1985; Butterworth et al., 1985; Munn et al., 1998; Gu et al., 1996; 

Browne et al., 1997), con una disminución en la oxidación del succinato que van 

desde el 39%-59% (Gu et al.,1996 y Browne et al., 1997) se ha reportado un 53% 

y un 29% de disminución en la actividad de los complejos II y III respectivamente. 

Un 67% de reducción en la oxidación del succinato también se encontró en el 

putamen (Browne et al., 1997). 

   El efecto primario de 3NP es un bloqueo parcial del complejo II. Debido a que la 

neurotoxina es un inhibidor irreversible de la SDH, el nivel de inhibición de la 

enzima por 3NP podría ser probado usando ensayos bioquímicos o histoquímica 

semicuantitativa  (Henry et al, 2002). El efecto de 3NP en la SDH en relación al 

inicio de la degeneración estriatal ha sido caracterizada ex vivo (Alexi et al, 1998, 
Brouillet et al, 1998), indicando que la inhibición de la enzima es similar en el 

estriado y otras regiones cerebrales. Por lo tanto, la degeneración preferencial del 

estriado inducida por 3NP no está relacionada a una distribución peculiar de la 

neurotoxina hacia esta estructura cerebral (Alexi et al, 1998; Brouillet et al. 1998, 

Blum et al, 2002; Bizat et al, 2003b). 

   Gould y colaboradores demostraron que los tratamientos con 3NP producen, 

degeneración preferencial del estriado en ratas y ratones (Gould y Gustine, 1982; 

Gould et al. 1985).  En 1987, Hamilton y Gould especularon que la excitotoxicidad 

mediada por glutamato puede tener un rol en la degeneración estriatal inducida 

por 3NP (Hamilton y Gould 1987). Desde que se sugirió esta hipótesis, los 

mecanismos de toxicidad de 3NP con frecuencia han sido asociados con 

excitotoxicidad.  Numerosos estudios en cultivos primarios de neuronas mostraron 

que, en ciertas circunstancias, el bloqueo del metabolismo energético oxidativo 

podría conducir secundariamente a la cascada excitotóxica de muerte celular (en 

ausencia de un mayor incremento de concentraciones extracelulares de 
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glutamato) y este fenómeno involucra principalmente receptores NMDA (Novelli et 

al. 1988; Zeevalk y Nicklas 1990, 1992; Greene et al. 1998)  

   La administración sistémica de 3NP puede ser considerada como un interesante 

camino químico-farmacológico en el cual los modelos de desórdenes 

mitocondriales y desórdenes neurodegenerativos involucran el deterioro del 

metabolismo energético. Sin embargo, investigación sobre 3NP ha sido conducida 

en el contexto de la enfermedad de Huntington (EH), una enfermedad 

neurodegenerativa que afecta preferencialmente el estriado. Esto probablemente 

resultó del hecho de que el fenotipo neurodegenerativo de  la EH (por ejemplo la 

degeneración del putamen-caudado con déficit motor y cognitivo) puede ser, hasta 

cierto punto replicado usando la administración crónica de 3NP y sin embargo, no 

puede ser considerado como un desorden mitocondrial bona fide. Hay evidencia 

que indica que las anomalías moleculares subyacentes de la EH pueden ser 

reproducidas por 3NP. Importantemente el 3NP produce disfunción mitocondrial, lo 

cual se sospecha que ocurre muy pronto en el curso de la enfermedad de 

Huntington (Brouillet, et al. 2005). En particular el mecanismo primario de la 

toxicidad estriatal de 3NP es la inhibición selectiva de la actividad del complejo II 

del intercambio respiratorio (succinato deshidrogenasa, SDH), la cual se encuentra 

reducida en el estriado de pacientes con la EH (Gu et al. 1996; Browne et al.  

1997; Tabrizi et al. 1999) 

 

1.4. Ácido quinolínico  
 
   El ácido 2,3-piridin bicarboxílico (QUIN) es un metabolito endógeno en la vía de 

la kinurenina (Figura 1). La via de la kinurenina (VK) descrita desde 1947 es la 

mayor ruta catabólica de L-triptofano en mamíferos. La VK es responsable de la 

biosíntesis de nicotinamida adenina dinuclétido (NAD) y se ha reportado que está 

presente en hígado y cerebro de primates no humanos, roedores y otros 

mamíferos. Un considerable número de importantes funciones fisiológicas se 

asume que están asociadas a la VK, tales como comportamiento, 

termorregulación, etc., (Stone, 1993; Guillemin et al. 2001).  
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   En el hígado, el anillo indólico de L-triptofano es extirpado oxidativamente por la 

enzima dioxigenasa del triptófano (DOT) para producir N-formil kinurenina. En el 

cerebro y otros tejidos periféricos, la enzima responsable de esta reacción es 

indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), la cual es dependiente de superóxido (O2•-). 

Por lo tanto, la IDO requiere sistemas enzimáticos que generan especies 

oxidativas, tales como ascorbato y xantina-xantina oxidasa, y puede ser inhibida 

por la superóxido dismutasa (SOD) (Hirata et al. 1971) y el óxido nítrico (ON) 

(Thomas et al. 1994). También se ha sugerido que la IDO puede actuar como 

sistema antioxidante, desde que se usa O2•- para reducir su forma férrica 

(inactiva) a su forma ferrosa (activa) in vitro (Stone et al. 2002). La forma ferrosa 

de IDO es rápidamente auto-oxidada a la forma férrica en la ausencia de agentes 

reductores (Taniguchi et al. 1979). Tanto dihidroflavin mononucleótido y 

tetrahidropteridina se han propuesto que actúan como cofactores endógenos para 

la reducción de IDO (Nishikimi, 1975; Osaki et al. 1987; Takikawa, 2005). 

   El siguiente paso en la VK es la degradación de N-formil kinurenina a L-

kinurenina (L-KYN) por formamidasa. L-KYN sirve como sustrato para diferentes 

enzimas: kinurenasa (formando ácido antranílico), kinurenina 3-hidroxilasa 

(formando 3-hidroxikinurenina) y kinurenina aminotransferasas (KAT’s), las cuales 

son responsables de la transaminación irreversible de L-KYN a ácido kinurénico 

(KYNA). La formación de KYNA en humanos es muy compleja y usa dos 

isoformas de KAT’s, KAT I y KAT II. Estas enzimas son diferentes unas de otras 

en un pH óptimo donde KAT II actúa en un rango de pH fisiológico y puede ser 

responsable de la síntesis de muchas KYNA en cerebro humano (Gramsbergen et 

al. 1997). 

   Posteriormente, la VK conduce a la formación del ácido quinolínico (QUIN) a 

través de una serie de pasos, los cuales incluyen la hidroxilación de L-KYN a 3-

hidroxikinurenina (3-HK). Esta reacción es catalizada por kinurenina hidroxilasa, 

una enzima localizada en la membrana externa mitocondrial (Okamoto et al. 

1967), y requiere una molécula de NADPH como donador de electrones. Entonces 

la kinurenasa, una enzima piridoxal dependiente de fosfato localizada en el 

dominio citosólico, convierte 3-HK a ácido 3-hidroxiantranilico (3-HA). Ambas 
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kinurenasa y kinurenina hidroxilasa están presentes en el sistema nervioso central 

(SNC), pero exhiben baja actividad. Otra alternativa para formar 3-HA es a través 

de la hidroxilación de ácido antranílico por enzimas microsomales de hidroxilación.  

   La 3-hidroxiantranilato dioxigenasa (3-HAO) abre sus anillos de 3-HA para 

producir 2-amino-3-carboximuconato semialdehído, un intermediario inestable, el 

cual es transformado inmediatamente a QUIN. En el cerebro, la 3-HAO muestra 

una actividad más alta que otras enzimas de la VK (Okuno et al. 1987; Okuno y 

Kido, 1991; Saito et al. 1992). La evidencia de inmunohistoquímica ha demostrado 

que ambas 3-HAO y KAT están localizadas en astrocitos alrededor de la sinapsis 

glutamatérgica en el sistema nervioso central (Roberts et al. 1992; Roberts et al. 

1995). Finalmente, QUIN es metabolizado dentro del ácido nicotínico dinucleótido  

(NAD) mediante la quinolinato fosforibosil transferasa (QPRT), una enzima 

también localizada en astrocitos (Stone, 1993). Interesantemente, se ha mostrado 

que la QPRT no está localizada específicamente en astrocitos rodeando la 

sinapsis glutamatérgica. Por otra parte, estudios de inmunohistoquímica revelaron 

que la relación entre 3-HAO y QPRT es diferencial a lo largo del cerebro, 

principalmente predominando en la neocorteza, el estriado y el hipocampo (Kohler 

et al. 1987; Kohler et al. 1988). El interés en el estudio de la VK ha incrementado 

recientemente, desde que  las alteraciones en esta vía han estado implicadas en 

muchos desórdenes del SNC, incluyendo la enfermedad de Huntington, Alzheimer, 

Parkinson, etc. (Stone et al. 2002; Stone, 2001). 
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Fig.1. Vía de la Kinurenina (VK) o metabolismo del triptófano 
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   Esta molécula actúa como un agonista del glutamato en los receptores NMDA, y 

ha sido caracterizada como una excitotoxina poco selectiva que es capaz de dañar 

el sistema nervioso central (Santamaría et.al. 2005). La naturaleza endógena de 

QUIN ha servido para relacionarlo con muchos desórdenes neurológicos 

involucrando componentes inflamatorios e infecciosos. La sobre-estimulación de 

los receptores NMDA, por lo cual aumenta la permeabilidad al calcio, disminuye la 

formación de ATP y produce especies de oxígeno y de nitrógeno (OS/NS) y 

muerte celular. La excitotoxicidad mediada por los receptores NMDA (rNMDA), 

rápidamente daña la mitocondria por la iniciación de acumulación de Ca2+ en los 

organelos (Peng et al. 1998; Ward et al. 2005), un incremento en la producción de 

radicales libres (Lafon-Cazal et al. 1993; Reynolds y Hastings, 1995), el colapso 

del potencial de membrana mitocondrial y una disminución en la producción de 

ATP (Ankarcrona et al. 1995; White y Reynolds, 1996). Un deterioro agudo del 

metabolismo energético oxidativo puede potenciar la excitotoxicidad mediada por 

rNMDA (Novelli et al. 1988; Weller y Paul, 1993; Simpson e Isacson, 1993; Greene 

y Greenamyre, 1995). La potenciación se asocia comúnmente con una mayor 

desregulación del Ca2+ citosólico. En apoyo a esta hipótesis, las técnicas de 

imagen de fluorescencia  mostraron que, en cultivos de neuronas y rebanadas de 

cerebro, la activación de rNMDA produce un exacerbado  incremento del Ca2+ 

citosólico en neuronas con defectos de intercambio respiratorio (Greene et al. 

1998; Calabresi et al. 2001). Hay tres aspectos fundamentales de los mecanismos 

de potenciación entre la activación de los rNMDA y los defectos mitocondriales 

que pueden ser elucidados. Primero, la evidencia para un incremento en las 

concentraciones del Ca2+ citosólico son los acoplamientos perjudiciales de la 

mitocondria y los rNMDA que nunca se han previsto in vivo. Segundo, los 

mecanismos que conducen a un incremento en el Ca2+ citosólico elevado en 

neuronas con defectos mitocondriales es aún desconocido. Sin embargo, la 

hipótesis de excitotoxicidad “débil” o “indirecta” es sugerida con frecuencia (Albin y 

Greenamyre, 1992; Beal, 1992; Greene y Greenamyre, 1995; Beal, 1992b). De 

acuerdo a esta hipótesis, las alteraciones mitocondriales pueden disminuir la 

síntesis de ATP, dañar la función de la ATPasa Na/K, de este modo disminuyendo 
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el potencial de membrana plasmática y aliviando el bloqueo de Mg2+ dependiente 

de voltaje de los rNMDA, induciendo el receptor hipersensitivo a glutamato 

(Greene y Greenamyre, 1996). Los rNMDA hipersensitivos podrían incrementar la 

entrada de Ca2+ a las neuronas, conduciendo a una desregulación de Ca2+.  Sin 

embargo, es posible que la desregulación del Ca2+ citosólico sea una alteración 

del secuestro y/o extrusión del Ca2+ intracelular. Tercero, existe una relación que 

enlaza la potenciación de excitotoxicidad mediada por los rNMDA y la disfunción 

mitocondrial parcial crónica que no ha sido caracterizada. Una posibilidad es que 

la potenciación de la excitotoxicidad es proporcional a la magnitud de los defectos 

mitocondriales. Alternativamente, las anomalías mitocondriales pueden potenciar 

la excitotoxicidad mediada por los rNMDA a través de un proceso “todo o nada” 

(Brouillet et al.1999). 

   La selectividad en el patrón neurotóxico ejercido por este metabolito es capaz de 

reproducir muchas características de la EH en roedores y primates no humanos 

(Beal et.al. 1986 y Schwarcz et.al. 1983). Además, la capacidad de QUIN para 

modificar los perfiles de algunos antioxidantes endógenos, los niveles de glutatión 

(GSH) y la actividad de la superóxido dismutasa Cu-Zn (SOD Cu-Zn) en el 

estriado de rata, así como su capacidad de generar radicales hidroxilo (•OH) 

durante los primeros estados de su toxicidad, y parcialmente de manera 

independiente de receptores NMDA, han servido para demostrar su naturaleza 

pro-oxidante. En este aspecto ha demostrado que QUIN puede formar complejos 

con hierro (Fe2+-QUIN) los cuales son responsables de incrementar la formación 

de •OH a través de la reacción de Fenton, la cual conduce a daño en ADN y 

peroxidación de lípidos.   

Reacción de Fenton  

Fe2+ + H2O2     Fe3+ + OH• +  OH- 

   Además, los ratones transgénicos con expresión limitada de la SOD Cu-Zn, han 

sido mostrados como más vulnerables a las acciones tóxicas de QUIN, mientras 

que aquellos animales que sobre-expresan la enzima son más resistente a las 

acciones nocivas de la toxina (Santamaría et.al. 2005). Mientras tanto, muchos 
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agentes actúan como antagonistas glutamatérgicos en receptores NMDA que 

pueden producir algunos efectos neuroprotectores en el modelos tóxico evocado 

por QUIN y otros modelos farmacológicos de la EH, una de las más recientes e 

interesantes tendencias en investigación es la relacionada con el uso de 

compuestos antioxidantes para el tratamiento experimental de animales 

lesionados excitotóxicamente, desde que algunos de ellos no son sólo 

herramientas preventivas importantes contra especies de oxígeno/especies de 

nitrógeno, sino también neuroprotectores (Santamaría et.al. 2005). Aunque el 

efecto de QUIN en las neuronas ha sido atribuido parcialmente al daño 

excitotóxico, ha sido demostrado que es responsable de alteraciones progresivas 

mitocondriales, resultando en la inhibición de complejos II, III y II-III en la cadena 

de transporte de electrones, con la reducción consecuente de niveles de ATP, que 

después contribuirían a una neurodegeneración (Bordelon et al., 1997; Ribeiro et 

al., 2006; Schuck, et al., 2007).   

   El QUIN es un ácido débil y agonista competitivo del rNMDA el cual contiene 

NR2A y subunidades NR2B, con baja afinidad receptora (Brown et al. 1998). Las 

concentraciones de QUIN en el tejido del cerebro están en el rango nanomolar 

(50-100 nM) (Moroni, 1999) o rangos bajos micromolares (0.05-1 µM) (Schwarcz, 

2002), mientras que los ubicados en el suero son un orden de magnitud 

superiores. Los niveles de QUIN en el cerebro tienen que estar muy elevados para 

que se puedan ejercer efectos excitatorios en los receptores NMDA. Además de 

agonista del receptor NMDA, el QUIN también induce peroxidación lipídica y 

produce ROS (Rodríguez-Martínez et al. 2000; Santamaría et al. 2001). El óxido 

nítrico (ON), un radical libre y precursor de especies reactivas potentes como el 

peroxinitrito (ONOO-), también puede contribuir a la toxicidad del QUIN, en donde 

la L-arginina, un conocido precursor del NO aumenta, mientras que la 

nitroarginina, un selectivo inhibidor selectivo de la síntasa del óxido nítrico (NOS), 

antagoniza la peroxidación lipídica inducida por el QUIN en rebanadas estriatales 

de rata (Santamaría et al. 1999). La liberación incrementada de glutamato 

sinaptosomal como consecuencia de la inhibición en la aceptación de glutamato 

en los astrocitos por QUIN, puede ser también un factor de neurotoxicidad, por el 
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incremento de concentraciones de glutamato extracelular, lo cual llevará a la 

sobre-estimulación de estos receptores (Tavares et al. 2002). 

   En ciertas condiciones patológicas, en las cuales la activación microglial ocurre 

al mismo tiempo, niveles elevados de QUIN fueron medidos en el cerebro o en los 

fluidos cerebro-espinales (CSF) con el resultado de que la acumulación de este 

compuesto fue implicada en la etiología o patología de un amplio espectro de 

enfermedades neurológicas humanas, y particularmente esas con reacciones 

inflamatorias (Stone, 2001).  

   A pesar del hecho de que el QUIN es un receptor agonista selectivo de NMDA, 

sus efectos neurotóxicos también difieren sustantivamente de los del NMDA. En 

consecuencia, a diferencia del QUIN, el NMDA en una potente neurotoxina en el 

cerebelo (Garthwaite et al., 1986), no distingue entre poblaciones neuronales en el 

hipocampo (Nadler et al., 1981), es más efectiva en un cerebro inmaduro que en 

un cerebro adulto (McDonald et al., 1988) y produce pérdida de células nerviosas 

que son significativamente menos susceptibles al bloqueo por la KYNA que por 

lesiones inducidas por el QUIN (Foster et al., 1984). Las razones para éstas 

remarcables diferencias cualitativas entre ambas excitotoxinas, las cuales 

supuestamente son muy similares, han sido relacionadas tentativamente al hecho 

de que el QUIN activa preferentemente solo un subgrupo de receptores de NMDA 

en el prosencéfalo (De Carvalho et al., 1996; Monaghan and Beaton, 1991), 

mientras que el NMDA por sí mismo se enfoca en todos los subtipos de 

receptores. Esta interpretación sería consistente con la observación de que las 

lesiones causadas por el QUIN son siempre evitables por un amplio espectro de 

antagonistas del receptor NMDA como el AP5 y el AP7. También sería compatible 

con un papel de un subconjunto de receptores de NMDA en la fisiopatología de la 

HD (Fan y Raymond, 2007). 
   Un estudio de Rios y Santamaría reveló que las características neurotóxicas del 

QUIN pueden estar relacionadas con su habilidad para estimular peroxidación 

lipídica bajo condiciones fisiológicas (Rios y Santamaría, 1991). Aún cuando este 

efecto fue observado en células libres homogenizadas del cerebro, este fue 

bloqueado por la KYNA o antagonistas específicos de receptores de NMDA como 
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el MK-801 (Santamaría y Ríos, 1993) y por lo tanto parece ser dependiente de la 

activación del receptor. La inducción de la peroxidación lipídica, monitoreada por 

medio de medidas que se toman de la producción de peroxinitrito (Pérez-De la 

Cruz et al., 2005), es dependiente del hierro (II) (Stípek et al., 1997) y 

probablemente está relacionada con la formación de complejos específicos de 

hierro-QUIN. Sobre la auto oxidación, estos complejos generan radicales reactivos 

de hidroxilo a través de la reacción de Fenton (Pláteník et al., 2001; Santamaría et 

al., 2001). Este mecanismo puede explicar la remarcable potencia neurotóxica del 

débil agonista para el receptor de NMDA in vivo, el QUIN. En apoyo para esta 

idea, lesiones estriatales inducidas por el QUIN son atenuadas significativamente 

por el tratamiento con agentes que mejoran la descomposición del peroxinitrito, 

enlazando hierro ferroso y/o recogiendo especies reactivas del oxígeno (ROS) 

(Müller et al., 2007; Nakao et al., 1996; Santiago-López  et al., 2004).      
 

Agente excitotóxico 

 

   Diferentes compuestos han sido empleados para producir modelos excitotóxicos 

de la EH, entre ellos están NMDA, ácido kaínico, ácido iboténico y ácido 

quinolínico (QUIN). Los efectos de algunas de estas toxinas han sido investigadas 

en el cerebro de rata con el objetivo de comparar la extensión del daño neuronal 

que esto produjo (Foster et al. 1983, Schwarcz et al. 1983, Beal et al. 1986). 

   Después de observar las alteraciones morfológicas y perfiles bioquímicos en el 

estriado de animales lesionados, algunos cambios se parecen a las alteraciones 

en cerebros de la EH, siendo estos la disminución en los niveles de GABA, Ach y 

sustancia P. Sin embargo, el QUIN ejerce más efectos selectivos y específicos, los 

cuales son también similares a aquellos de la EH. 

   Se compararon los resultados de conducta de experimentos donde se realizaron 

inyecciones intraestriatales de QUIN vs ácido 3-nitropropiónico (3-NP, una toxina 

mitocondrial) en ratas, y se encontró que ambas toxinas causaron un incremento 

en la actividad locomotora dos semanas después de la lesión, pero sólo la 

hiperactividad inducida por QUIN duró hasta cuatro semanas, y ambas toxinas son 
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capaces de afectar el aprendizaje. Un estudio en primates no humanos reveló que 

los animales tratados con QUIN mostraron hiperactividad nocturna, postura 

anormal, y daño en respuestas sucesivas en una prueba de recuperación de 

objetos (Roitberg et al. 2002). Sin embargo este y otros estudios de conducta 

sugieren que QUIN también mimetiza estadios tempranos de la EH a nivel 

conductual. De hecho, el QUIN se ha sido sugerido como un agente potenciador 

envuelto en la patogénesis de la EH. 

   Los niveles de este metabolito, junto con otros metabolitos de la kinurenina, 

responsables de la formación de ERO, como la 3-hidroxikinurenina (3HK), están 

incrementados en el estriado y corteza de cerebros de la EH (Guidetti et al. 2004). 

   La ruta de la kinurenina es una ruta metabólica típicamente localizada en las 

células gliales y reduce al triptófano a muchos metabolitos con diferentes 

funciones redox. El QUIN es un metabolito endógeno en la vía de la kinurenina 

actuando como un agonista selectivo en los receptores NMDA (Stone 1993), y 

produce la despolarización de la membrana y el flujo de Ca2+ dentro de las células 

neuronales, resultando en daño cuando se prueba en concentraciones tóxicas. 

Diferentes alteraciones metabólicas producidas por QUIN incluyen la reducción en 

el consumo de O2 mitocondrial, la disminución de los niveles de ATP y NAD+, y 

cambios importantes en las concentraciones de glutamato y aspartato (Bordelon et 

al. 1997). El QUIN también es responsable de otros efectos tóxicos, así como 

niveles incrementados de Ca2+ intracelular, disminución en los niveles de GABA, 

peroxidación de lípidos y estrés oxidativo y futura muerte celular apoptótica o 

necrótica (Foster et al. 1983, During et al. 1989, Santamaría y Rios 1993). La 

toxina reproduce el patrón de pérdida celular selectiva GABAérgica y colinérgica 

encontrada en la EH, afectando principalmente las neuronas espinosas estriatales 

de talla mediana (Bordelon et al. 1997, El-Defrawy et al. 1986). 

 
Agente pro-oxidante 

 

   El QUIN ha sido asociado con la estimulación de procesos tumorales a través de 

la posible formación de radicales hidroxilo (•OH) (Harman, 1993). Recientemente 
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se demostró que la toxina induce directamente la formación de •OH bajo 

condiciones in vivo en el cuerpo estriado de ratas en un mecanismo que se ha 

visto, es independiente de receptores NMDA (Santamaría et al., 2001). Otros 

reportes enfatizan el involucramiento del óxido nítrico (NO•) y el anión superóxido 

(O2
-•) en el daño neuronal inducido por QUIN, por lo que se demuestra su 

habilidad potencial para producir peroxinitrito (ONOO-) altamente tóxico en el 

curso de días (Noack et al., 1998; Ryu et al., 2004) o incluso horas (Pérez-De La 

Cruz et al., 2005). El origen de ONOO- en este modelo está en una vía dirigida a la 

expresión y la actividad de la sintasa inducible de NO (iNOS) (Ryu et al., 2004), de 

este modo incrementando los niveles de NO•, el cual disminuye la actividad de la 

enzima responsable de la detoxificación de O2
-•, la superóxido dismutasa (SOD), 

semejante a un ambiente celular alterado que es propicio para la futura formación 

de más ERO (especies reactivas de oxígeno) y ERN Especies reactivas de 

nitrógeno) (Schmidt et al, 1995).  

 

1.5. Co-administración subtóxica de QUIN + 3NP 
 
   El modelo de facilitación por QUIN + 3NP se creó con la infusión intraestriatal 

bilateral de ácido quinolínico y ácido 3 nitropropiónico de forma intraperitoneal en 

concentraciones subtóxicas; estas dos toxinas producen lesiones estriatales que 

son similares a las que se han visto en la enfermedad de Huntington. La inyección 

de QUIN reproduce la hipersensibilización a glutamato observada en neuronas 

que sobre-expresan una forma mutada de la huntingtina (htt-m), la proteína 

implicada en la EH (Laforet et al. 2001; Sun et al. 2001; Zeron et al. 2002). La 

administración sistémica de 3-NP replica las alteraciones mitocondriales 

observadas en pacientes con la EH. Se ha reportado que la toxicidad de QUIN es 

exacerbada por el 3-NP sólo por un rango particular de inhibición del complejo II 

mitocondrial mayor al 35% e involucra la desregulación de Ca2+, conduciendo a la 

activación de calpaínas en ausencia de la hipersensibilidad del receptor NMDA 

(Jacqard et al. 2006). 
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   Existe evidencia que la actividad receptora del glutamato y los defectos en la 

función mitocondrial están envueltos en condiciones neurológicas, así como 

desordenes cerebrales y enfermedades crónicas neurodegenerativas, como la 

enfermedad de Huntington. Los defectos mitocondriales y la sobre-activación de 

receptores del glutamato, incluyendo en particular los subtipos ionotrópicos 

NMDA, pueden actuar juntos para producir neurodegeneración. Ambas toxinas 

han sido ampliamente probadas por separado para producir paradigmas tóxicos 

caracterizados por daño neuronal a los ganglios basales, como ocurre en la 

enfermedad de Huntington (Shear et al. 1998).   

 

1.6. Peroxidación lipídica 
 
   La peroxidación de lípidos es una de las mayores consecuencias de lesiones al 

tejido mediada por radicales libres. La peroxidación de ácidos grasos, sobre todo 

en fosfolípidos de membrana, tiene tres fases bien descritas: iniciación, 

propagación y terminación. Hay dos amplias consecuencias de la peroxidación de 

lípidos: a saber, daño estructural a membranas y generación de productos 

secundarios. El daño membranal se deriva de la formación de la fragmentación en 

cadena de ácidos grasos, enlaces cruzados lípido-lípido, y endociclización para 

producir nuevos ésteres de ácidos grasos y enlaces cruzados lípido-proteína 

(Farber, 1995). En total, estos procesos se combinan para producir cambios en las 

propiedades biofísicas de membranas que pueden tener profundos efectos en la 

actividad de proteínas de membrana. Los productos secundarios de la 

peroxidación de lípidos pueden ser agrupados conceptualmente dentro de 

aquellos generados por fragmentación o rearreglos de lípidos oxigenados; sin 

embargo, hay que tener en mente que la peroxidación de lípidos es un proceso 

indiscriminado y la formación de ambos tipos de productos ocurre 

simultáneamente. 

   La fragmentación de hidroperóxidos de lípidos libera un número de productos 

difundibles, algunos de los cuales son potentes electrófilos (Esterbauer, et al., 

1991). Los productos difusibles de la peroxidación de lípidos son aldehídos 
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químicamente reactivos, como el malonldialdehído (MDA), acroleína, 4-hidroxi-2-

hexenal (HHE), y 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) (Schneider et al., 1991; Porter et al., 

1995). Los aldehídos reactivos de la peroxidación de lípidos son biológicamente 

activos. Muchos estudios se han enfocado en su actividad con un número de 

nucleófilos celulares, incluyendo proteínas, ácidos nucleicos y algunos lípidos 

(Esterbauer et al., 1991). De hecho, muchos de los efectos citotóxicos de la 

peroxidación de lípidos pueden ser producidos directamente por productos de la 

peroxidación lipídica electrofílica, como el HNE (Farber, 1995). Esto incluye 

pérdida de glutatión, disfunción de proteínas estructurales, reducción en actividad 

enzimática y la inducción de muerte celular. En trabajos más recientes, muchos 

modelos realizados ex vivo del sistema nervioso central han inducido alteraciones 

en canales de iones, transportadores y sistemas de actividades de segundos 

mensajeros, seguido de una exposición a aldehídos reactivos de la peroxidación 

de lípidos (Mattson, 1998; Keller y Mattson, 1998; Smith et al, 1995). 

 

 
Figura 1. Efectos del daño oxidativo provocado por las especies reactivas de oxígeno (ERO) sobre 

las membranas. 

 
1.7. Funcionalidad  mitocondrial 
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   La excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA (r-NMDA) rápidamente daña la 

mitocondria por la acumulación de Ca2+ en los organelos, un incremento en la 

producción de radicales libres, el colapso del potencial de membrana mitocondrial 

y una disminución en la producción de ATP. En el evento de una función dañada 

de uno o más complejos de la cadena respiratoria, la aumentada producción de 

radicales libres empeora la función mitocondrial, causando daño oxidativo y 

abriendo los poros de transición mitocondriales de permeabilidad (mtPTPs), de 

este modo induciendo la apoptosis. El flujo de electrones es acoplado al bombeo 

de protones en los complejos I, III y IV a través de la membrana interna, 

resultando en la alteración del potencial de membrana y un declive electroquímico. 

Como la membrana interna es impermeable a los protones, ellos pueden reentrar 

a la matriz solo a través de la enzima ATP-asa, induciendo un cambio 

conformacional en el sitio activo de la enzima, la cual favorece la fosforilación del 

ADP y por lo tanto la síntesis del ATP (Heals et al., 1999; Ghafourifar y Cadenas, 

2005).  
   Una pérdida de actividad sustancial de cierto complejo de la cadena respiratoria 

causa una disminución en la síntesis de ATP. Además, la mitocondria también 

muestra supresión en la producción de ATP, que se ve influenciada por la 

demanda metabólica de los tejidos/células (Davey y Canevari, 1997). Si el daño 

(evocado, por ejemplo, por NOO-) le ocurre a la mitocondria, la célula (astrocito o 

neurona) fomentará la producción de ATP glucolítico, y esta molécula entrará a la 

mitocondria para contrarrestar el déficit (Almeida et al., 2001). Hasta la sintasa de 

F1F0-ATP puede operar en un modo reversible, translocando protones por fuera de 

la membrana interna a expensas del consumo de ATP, con tal de mantener el 

potencial de la membrana mitocondrial (Lu et al., 2000).  

   La cadena respiratoria mitocondrial es una de las fuentes principales de 

radicales libres dañinos en el organismo humano. Electrones desapareados que 

escapan de los complejos respiratorios (principalmente de los complejos I y III) 

pueden llevar a la formación de anión superóxido (O2
-) por la interacción con el O2. 

Por estímulos fisiológicos o patológicos, la activación de rNMDA conlleva a la 

acumulación de Ca2+ intracelular y a la activación de la sintasa del óxido nítrico 
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(NOS), generando ON. A su vez, el O2
- interactúa con el ON para ceder el 

altamente tóxico anión peroxinitrito (ONOO-) altamente tóxico, o bien generar 

peróxido de hidrógeno (H2O2) espontáneamente o a través de la acción de la 

superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD). 

 

O2-. + NO.  ONOO- 

 

O2-. – SOD  H2O2 + O2 (2O2
-. + 2H+  H2O2 + O2) 

 

   Bajo una condición fisiológica, el H2O2 se descompone por la glutatión 

peroxidasa, pero si se forma en exceso, puede reaccionar con iones metálicos de 

transición (Fe2+ o Cu2+) en la reacción Fenton para generar el otro radical tóxico 

altamente reactivo, el radical hidroxilo (OH•). 

   Estos radicales reactivos destruyen macromoléculas celulares, incluyendo el 

ADN, lípidos y proteínas. Por ejemplo, la oxidación y nitración de proteínas puede 

ser de importancia crucial para el ciclo de la célula. Proteínas oxidadas y nitradas 

preferentemente se someten a una rápida degradación proteolítica (Carreras et al., 

2004). Los tipos celulares mayoritariamente involucrados en la producción de ROS 

en el SNC son la microglia, los neutrófilos y los macrófagos. A pesar de la falta en 

la mitocondria de histonas protectoras, éstos organelos tienen un mecanismo de 

reparación de ADN para protegerse contra el daño oxidativo y nitrativo/nitrosativo. 

Hay dos grupos principales en su sistema de defensa: las enzimas y los 

antioxidantes de bajo peso molecular (Sies, 1993; Gilgun-Sherki et al., 2001). Sin 

embargo, estos mecanismos de protección no son particularmente eficientes. Los 

astrocitos pueden incrementar la glucólisis para mantener su energía de 

homeostasis, a diferencia de neuronas. Entonces, las células tienen un repertorio 

adaptativo regenerador contra el estrés oxidativo (Heals et al., 1999; Stewart y 

Heals, 2003). 

   Como ya se mencionó, la reacción del ON con el O2
- genera el altamente tóxico 

ONOO-, el cual puede causar daño oxidativo y nitrativo a la mitocondria y llevar a 

vías de muerte celular (Hong et al., 2004). La cadena respiratoria mitocondrial es 
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particularmente sensible al daño mediado tanto por ON- como por ONOO-. El 

ONOO- también causa daño al ADN y sobre-activación subsecuente de poli(ADP-

ribosa)polimerasa (PARP) con la finalidad de reparar la falla genética. Dado que la 

activación de PARP-1 causada por leves estímulos genotóxicos puede facilitar la 

reparación del ADN y la sobrevivencia de las células, el daño irreparable del ADN 

activa la muerte celular apoptótica y necrótica. En la apoptosis, la temprana 

activación del PARP puede asistir a la cascada apoptótica. Sin embargo, en 

situaciones de estrés oxidativo más severo, el daño excesivo del ADN causa la 

sobre-activación del PARP-1, lo cual incapacita la maquinaria apoptótica y cambia 

el modo de muerte celular de apoptosis a necrosis (Virág, 2005).  

   La nitración de proteínas puede modificar las funciones de las mismas, y se 

considera hoy en día que está relacionada con el mecanismo patógeno de muchas 

enfermedades, por ejemplo la enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington. 

El NO modula el daño celular inducido por neurotoxinas y está involucrado con la 

muerte de células neuronales en la enfermedad de Parkinson (Zhang et al., 2006). 
Hay tres isoformas de la óxido nítrico sintasa (NOS) claramente identificadas: las 

que son producidas principalmente por neuronas (nNOS), las que se producen en 

células microgliales y macrófagos (iNOS), y las de células endoteliales (eNOS). 

Sin embargo, ahora se ha identificado con menos claridad y se ha logrado obtener 

evidencia de que existe un cuarto tipo dependiente de  Ca2+ ubicado en la 

membrana interna de la mitocondria (mtNOS), el cual puede ser una variante de la 

nNOS (Riobo et al, 2002). Los estadíos redox de la mitocondria son los 

componentes clave en la regulación de varias funciones celulares básicas, tales 

como la activación de la cascada de cinasas activada por mitógeno, el transporte 

de iones, homeostasis del Ca2+ y activación del programa de apoptosis. Sin 

embargo, los potenciales redox son altamente dependientes del ROS (Sas et al., 

2007). 
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Figura 2. Mitocondria neuronal. Las neuronas contienen varios cientos de mitocondrias que 

forman estructuras como cables  a lo largo de las proyecciones neuronales para ayudar a las 

neuronas frente a sus demandas de energía. Las neuronas requieren de energía para el transporte 

de  organelos y la carga a lo largo de los microtúbulos o fibras de actina (moléculas tales como 

dineínas, cinesinas y miosina se utilizan para mediar este proceso) y para mantener los gradientes 

iónicos y el potencial de membrana con ATP en procesos dependientes de Ca2+, bombas de 

Na+/K+ y canales iónicos. Además, la carga de vesículas neurotransmisoras en las terminales 

presinápticas y los neurotransmisores mediados por Ca2+  liberados en la hendidura sináptica son 

también dependientes de ATP. Los transportadores de glutamato median la recaptación de 

glutamato de la hendidura sináptica y en la membrana postsináptica, y los rNMDA evocan un flujo 

de Ca2+ que a su vez puede activar a la óxido nítrico sintasa (NOS) y estimular la generación de 

óxido nítrico (ON). Tanto en ON como el Ca2+ pueden modular directamente la función 

mitocondrial, alterando los niveles de especies reactivas de oxígeno (H2O2 y O2) y la producción de 

ATP. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo general 
 
Caracterizar los mecanismos de toxicidad que se generan por la co-administración 

sub-tóxica de 3NP y QUIN en estriado de rata. 

 

2.2 Objetivos particulares 
 

 Evaluar los efectos de la co-administración sub-tóxica de 3NP y QUIN en 

sinaptosomas de estriado de rata sobre los niveles de peroxidación lipídica. 

 Evaluar los efectos de la co-administración sub-tóxica de 3NP y QUIN en 

sinaptosomas de estriado de rata sobre la funcionalidad mitocondrial. 

 Evaluar los efectos de la co-administración sub-tóxica de 3NP y QUIN sobre 

los niveles estriatales totales de GABA. 

 Evaluar los efectos morfológicos de la co-administración sub-tóxica de 3NP 

y QUIN en estriado. 
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3. Justificación 
 

La excitotoxicidad y el déficit energético son dos procesos patológicos que se 

ha demostrado ampliamente que coexisten en diversas enfermedades 

neurodegenerativas. Se ha descrito previamente un efecto de toxicidad 

sinérgica con la administración conjunta de dos toxinas con mecanismos de 

acción diferentes. Sin embargo,  hasta el momento poco se sabe a cerca de los 

efectos de la administración sub-tóxica de toxinas con mecanismos de acción 

diferentes. El estudio de estos efectos tiene gran relevancia como herramienta 

experimental para conocer los mecanismos patológicos que ocurren en 

diversas enfermedades neurodegenerativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 33 

4. HIPÓTESIS 
   Si dos toxinas con diferentes mecanismos de acción como el 3NP y QUIN se 

administran de manera conjunta y a concentraciones sub-tóxicas en el estriado de 

ratas, esto tendrá un efecto facilitador tóxico, lo cual  se reflejará en un aumento 

en los niveles de peroxidación lipídica, una disminución de la viabilidad 

mitocondrial, en los niveles de GABA, y finalmente en la alteración morfológica de 

la misma región cerebral.  
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5. MÉTODOS 
 

Animales 

 

   Se emplearon ratas Wistar machos con un peso de entre 280-300 g, provistas 

por el bioterio del INNyN (Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel 

Velasco Suárez). Para cada propósito experimental los animales fueron alojados 5 

por cada caja en cajas de acrílico y recibieron una dieta comercial estándar 

(Laboratory rodent diet 5001, PMI Feeds Inc, Richmont , IN USA) y agua ad 

libitum. Todos los animales fueron mantenidos bajo condiciones constantes de 

temperatura (25± 3°C), humedad (50±10%) y luz (ciclos de 12h de luz/12h de 

oscuridad). Todos los procedimientos con los animales fueron llevados a cabo de 

acuerdo al National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals y las líneas guía locales del uso ético de animales del Ministerio de Salud 

de México. Durante los experimentos se hicieron todos los esfuerzos para 

minimizar el sufrimiento de los animales.  

 

Grupos experimentales 

 

Para los procedimientos con los diferentes grupos experimentales, los animales 

fueron seleccionados aleatoriamente y se formaron 4 grupos (seis ratas por 

grupo), cada grupo correspondiendo a uno de los siguientes tratamientos: 1) 

recibió solución salina 0.9% intraestriatal 1µL y 0.3mL de solución salina i.p.;  2) 

recibió una dosis de QUIN intraestriatal sub-tóxico (40 nm/µL en total: 20nm/μL en 

cada estriado); 3) recibió una dosis de 3-NP intraperitoneal sub-tóxico (9 mg/kg); 

4) recibió QUIN intraestriatal sub-tóxico 40 nm/µL + 3-NP intraperitoneal sub-tóxico 

9 mg/kg. Para la administración intraestriatal los animales  fueron previamente 

anestesiados con pentobarbital sódico (50 mg/kg i.p) y 20 minutos después se 

infundió 1 µl de QUIN (20 nmol/µl por lado) mediante una inyección bilateral 

estriatal usando una jeringa Hamilton de 10µL en las siguientes coordenadas 

estereotáxicas: +0.5 mm anterior a bregma, ± 2.6mm lateral a bregma y - 4.5 mm 
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ventral a la dura madre. Todas las determinaciones siguientes se realizaron 30 

días después de la administración tóxica. 

   En este trabajo el estriado fue elegido como la región cerebral blanco para QUIN 

y 3NP debido a su gran cantidad de rNMDA, los cuales son particularmente 

susceptibles a ser sobre-activados, cada uno directa o indirectamente, por ambas 

toxinas. En adición, se sabe que la actividad redox basal de esta región provee 

mayores sustratos para reacciones oxidativas y nitrosativas, dirigiéndose a daño 

celular oxidativo. 

 

Preparación de fracciones sinaptosomales 

 

   Treinta días después de la administración de las toxinas se realizó  la obtención 

de las fracciones sinaptosomales del tejido estriatal de todos los animales de 

todos los grupos (n=6) usando el método descrito con anterioridad (Pérez de la 

Cruz et al. 2008). Los animales fueron sacrificados mediante decapitación se 

extrajo rápidamente el cerebro y se preservó en hielo por pocos segundos hasta 

que ambos estriados fueron disecados y homogeneizados en sacarosa (0.32 M). 

Los homogenados fueron centrifugados a 1073 x g por 10 minutos, y los 

sobrenadantes después fueron re-centrifugados a 17172 x g por 15 minutos. Los 

botones resultantes fueron resuspendidos en 40 ml de buffer de HEPES (NaCl 

0.1M, NaH2PO4 0.001M, NaHCO3 0.005M, CaCl2 0.001M, glucosa 0.006M, 

HEPES 0.01M, pH 7.4).  Las fracciones sinaptosomales fueron preservadas a  -

70°C hasta que el resto de las determinaciones fueron realizadas. 

 

4.1.  Peroxidación lipídica 
 

   La peroxidación de lípidos fue estimada en fracciones sinaptosomales mediante 

el método de sustancia reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARs) como se ha 

reportado con anterioridad (Pérez de la Cruz et al. 2008). El cual brevemente 

consiste en lo siguiente: se tomaron alícuotas de 250 µl de fracciones 

sinaptosomales a las cuales se agregaron 500 µl del agente TBA (0.75g de TBA + 
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15g de ácido tricloroacético + 2.54ml HCl) y las mezclas finales fueron calentadas 

a 94°C durante 30 min. Después las muestras fueron mantenidas en hielo por 5 

min y centrifugadas a 3000 x g por 15 min. La densidad óptica de los 

sobrenadantes fue medida en un espectrofotómetro ThermoSpectronic Genesys 8 

a una absorbancia de 532 nm. Las concentraciones finales de las sustancias 

reactivas al TBA (TBARS) fueron calculadas por interpolación en una curva 

estándar de malondialdehído y corregidas por el contenido de proteína por 

muestra. Los resultados fueron expresados como nanomoles de TBARS por 

miligramo de proteína. 

  

4.2.  Función mitocondrial 
 
   La funcionalidad mitocondrial fue evaluada por el método de reducción de tiazolil 

bromuro de azul de tetrazolio (MTT), según se ha descrito con anterioridad (Pérez 

de la Cruz et al. 2008). Este método es empleado actualmente como índice parcial 

del estado funcional del intercambio respiratorio con la formación de sales de 

formazan que ocurre a través de la acción de las deshidrogenasas mitocondriales 

en células viables o fracciones celulares. Se tomaron alicuotas con 600 µl de 

fracciones sinaptosomales ya expuestas a diferentes tratamientos, se les 

agregaron 8 µl de MTT (5 mg/ml) y fueron incubadas a 37°C por 60 min; después 

las muestras fueron centrifugadas a 15,300 x g y los pellets fueron resuspendidos 

en 1 ml de isopropanol por 1 min. Una segunda centrifugación fue hecha a 1,700 x 

g x 3 min. La cuantificación del formazan fue estimada en los sobrenadantes por 

densidad óptica en un espectrómetro ThermoSpectronic Genesys 8 a una  

absorbancia de 570 nm. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de  

reducción de MTT con respecto a los valores control. 

    

4.3.  Histología y análisis morfológico 
 

   Treinta días después de la administración de las toxinas los animales fueron 

sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital i.p. y el cerebro fue 
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perfundido por vía cardiaca con solución salina al 0.9% pH 7.4 (200ml 

aproximadamente) y paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (PBS). 

Posteriormente se extrajo el cerebro y se realizó post-fijación por 48-72 horas más 

en una solución de paraformadehido al 4% en solución salina amortiguadora 

(PBS). Más tarde se realizó el procedimiento de inclusión en bloques de parafina 

para después obtener cortes coronales de 5 micras de espesor. Todos los cortes 

coronales fueron obtenidos del estriado dorsal aproximadamente a una distancia 

de entre 0.5 -1 mm anterior a bregma y fueron teñidos con la técnica convencional 

de hematoxilina-eosina para observar alteraciones morfológicas en las células 

estriatales.  

Para el análisis morfológico se utilizaron tres cortes de cada estriado, de cada 

individuo, de cada grupo (n=3). Se contabilizó el número total de neuronas 

morfológicamente normales y el número total de neuronas degeneradas por 

campo (40X). Se eligieron como neuronas sanas aquellas cuyo núcleo, nucléolo y 

citoplasma permanecieron íntegros y bien definidos; se tomaron como células 

dañadas aquellas cuyo núcleo y nucléolo no eran visualmente distinguibles, o 

presentaban picnosis, cariolisis o cariorrexis, además de presentar un citoplasma 

destruido o vacuolizado. 

 

4.4.  Cuantificación de GABA  
 
   Las concentraciones de GABA en el estriado fueron cuantificadas con 

cromatografía líquida de alta resolución usando una derivatización de precolumna 

o-phtalaldehído/t-butitiol (OPA). La derivatización del agente OPA fue preparado 

como sigue: 25 mg de OPA fueron disueltos en 625 µl de MeOH, 5.6 ml de buffer 

de boratos 0.3 M pH 9.5, seguido de la adición de 25 µl de 2-mercaptoetanol. El 

GABA derivatizado fue separado en una columna de fase reversa BAS phase II 

(100 x 3.2 mm, C18 ODS 3 µ) y detectado usando un detector electroquímico 

(BAS LC-4B) con un electrodo de carbón vidrioso +0.7 V (vs.Ag/AgCl). La fase 

móvil consistió de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0, EDTA sódico 1 mM en 

acetonitrilo (60:40 vol/vol) e infundido a través de la columna en 0.8 ml/min. Se 
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utilizaron curvas estándar con concentraciones  en rango de 0.05 pmol a 5 pmol 

para la cuantificación de GABA.    

   Los niveles estriatales de GABA fueron medidos en muestras de tejido por el 

método de derivatización de HPLC con detección fluorométrica. Treinta días 

después de la administración de las toxinas las ratas de cada grupo (n=3) fueron 

administradas con ácido mercaptopropiónico (1.2 mmol/kg, i.v.) y decapitadas 2 

minutos después. Las muestras de tejido estriatal fueron disecadas, 

homogeneizadas en 15 volúmenes de agua-etanol (85 % v/v) y centrifugadas a 

3000 x g por 15 min. Los sobrenadantes fueron almacenados a -70°C hasta el 

análisis cromatográfico. La derivatización pre-columna con el reactivo OPA fue 

realizada para la detección fluorométrica de aminoácidos derivatizados en una 

estación cromatográfica BAS CC-5/PM-80. 

 

Análisis estadístico 

 

Todos los resultados fueron expresados como valores promedio ± SEM. Las 

diferencias estadísticas entre los grupos fueron analizados por ANOVA de una vía, 

seguido de la prueba de Tukey para comparaciones múltiples (GraphPad Prism 

5.0). Los niveles de significancia considerados fueron de P≤0.05 para todas las 

pruebas. 
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6. RESULTADOS  
 

Peroxidación lipídica 

 

   La Figura 3 muestra los datos del daño peroxidativo a los lípidos colectados de 

QUIN sub-tóxico, 3NP sub-tóxico y ambas toxinas en sinaptosomas. Los 

resultados son de 30 días posteriores a la lesión. La formación de sustancias 

reactivas al TBA fue utilizado como índice preciso para medir el daño oxidativo a 

lípidos en membranas sinápticas estriatales de ratas lesionadas con las toxinas 

antes mencionadas. Cuando se compararon los resultados del grupo control con 

los administrados con toxinas, se observó que la peroxidación lipídica se ve 

incrementada en el grupo administrado con ambas toxinas QUIN sub-tóxico + 3NP 

sub-tóxico con respecto al control (P<0.05), se nota una peroxidación potenciada 

debido a  la participación de ambas toxinas. También se logra observar una 

diferencia entre los grupos QUIN sub-tóxico y 3NP sub-tóxico que presentan la 

peroxidación de lípidos reducida en comparación con el grupo administrado con 

ambas toxinas  (P<0.05).  
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Figura 3. En la gráfica se muestran los resultados de la peroxidación lipídica 

medida con cuantificación de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) en sinaptosomas estriatales de todos los grupos. Los datos representan 

los valores promedio ± SEM de grupos de n=6 ratas por grupo. P<0.05, ANOVA 

de una vía seguido de prueba de Tukey. * P<0.05 diferencia respecto al grupo 

control; + P<0.05 diferencia respecto al grupo de QUIN + 3NP sub-tóxicos. 
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Funcionalidad mitocondrial 

 

   La Figura 4 representa los datos de la capacidad reductiva mitocondrial obtenida 

de QUIN sub-tóxico, 3NP sub-tóxico y ambas. Los resultados son de 30 días 

posteriores a la lesión. Se empleó la reducción de MTT para evidenciar los 

cambios en la función mitocondrial en membranas sinápticas estriatales de 

animales lesionados con las toxinas antes mencionadas. La línea base de la 

actividad mitocondrial fue elegida como 100%. En el grupo administrado con 3NP 

sub-tóxico se muestra diferencia significativa con respecto al grupo administrado 

con QUIN sub-tóxico + 3NP sub-tóxico observándose este primer grupo 

incrementado respecto al segundo. 
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Figura 4. La gráfica representa los resultados de función mitocondrial medida 

como la cuantificación de reducción de MTT en sinaptosomas estriatales de ratas 

infundidas estriatalmente y/o intraperitonealmente con solución salina, QUIN, 3NP 

o ambos. Los datos representan los valores promedio ± SEM de grupos de n=6 

ratas por grupo. P<0.05, ANOVA de una vía seguido de prueba de Tukey. * 

P<0.05 diferencia respecto al grupo control; + P<0.05 diferencia respecto al grupo 

de QUIN + 3NP sub-tóxicos. 
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Morfología 

 

      La figura 5 muestra los datos de la cuantificación de células dañadas en un 

campo a partir de cortes coronales tratados previamente con solución salina, 

QUIN sub-tóxico, 3NP sub-tóxico y ambas toxinas, utilizando la técnica de tinción 

de hematoxilina-eosina donde se logra ver la morfología de las células neuronales 

estriatales. Los resultados son de 30 días posteriores a la lesión. Se puede ver 

que hay diferencia significativa entre el grupo administrado con ambas toxinas en 

concentraciones sub-tóxicas con respecto al control notándose éste último con 

menor cantidad de células alteradas; también existen diferencias significativas 

entre los grupos QUIN sub-tóxico y 3NP sub-tóxico con respecto al grupo 

administrado con ambas toxinas, donde en éste último se logra ver la actividad 

potenciada por ambas toxinas.  
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   Figura 5. La gráfica representa las células dañadas de ambos estriados, 

cuantificadas utilizando la técnica de hematoxilina-eosina, con la previa 

administración de solución salina, 3NP, QUIN o ambos. Los datos representan los 

valores promedio ± SEM de grupos de n=3 ratas por grupo. P<0.05, ANOVA de 

una vía seguido de prueba de Tukey. * P<0.05 diferencia respecto al grupo 

control; + P<0.05 diferencia respecto al grupo de QUIN + 3NP sub-tóxicos. 
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Control                                                                                  3NP subtóxico 

                                                                                       
QUIN subtóxico                                                        Co-administración   
 

Figura 6. Fotografías de estriados de rata tomadas a 40X en un microscopio de 

campo claro. Previamente se realizó una tinción de hematoxilina-eosina. Se 

cuantificaron las células por campo visual. 

 
Se tomaron como células sanas (marcadas con una flecha blanca)  aquellas en las 

que se podía observar el núcleo íntegro, citoplasma sin degradar y un nucleolo 

bien definido; por el contrario, las células alteradas (marcadas con una flecha 

negra) muestran un núcleo poco definido, citoplasma degradado y reducido en 

tamaño con el nucleolo comprimido. 
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Cromatografía de fase líquida (HPLC) GABA 

 

   La figura 6 representa los datos de la cantidad de GABA estriatal total de QUIN 

sub-tóxico, 3NP sub-tóxico y la co-administración de las toxinas antes 

mencionadas de 30 días posteriores  a la lesión. Al comparar los resultados de los 

grupos administrados con toxinas con respecto al control, no se observan 

diferencias significativas, tampoco se observan diferencias significativas  cuando 

se comparan los grupos QUIN sub-tóxico y 3NP sub-tóxico respecto al grupo 

administrado con ambas toxinas, pero se observa una ligera disminución de la 

cantidad de GABA en el grupo administrado con QUIN sub-tóxico + 3NP sub-

tóxico comparado con el grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 47 

 
   Figura 6. La gráfica muestra los niveles de GABA en µg/g  de homogenados de 

tejido estriatal, lo cuales tuvieron una infusión de solución salina, 3NP, QUIN o 

ambos. Los datos representan los valores promedio ± SEM de grupos de n=3 

ratas por grupo. P<0.05, ANOVA de una vía seguido de prueba de Tukey. * 

P<0.05 diferencia respecto al grupo control; + P<0.05 diferencia respecto al grupo 

de QUIN + 3NP sub-tóxicos. 
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7. DISCUSIÓN  
 

El QUIN es un metabolito endógeno de la vía de la kinurenina, que es la principal 

vía catabólica del triptófano en el SNC. El QUIN conocido agonista endógeno de 

los receptores NMDA y se ha demostrado que produce un patrón tóxico parecido 

al que se observa en distintos desórdenes neurodegenerativos como el de la 

enfermedad de Huntington cuando es administrado intra-cerebralmente a roedores 

y primates no humanos (Schwarcz, 1983; Beal et al. 1986; Stone, 1993). Sin 

embargo su efecto tóxico en neuronas ha sido solo parcialmente atribuido al daño 

excitotóxico ya que se ha demostrado que también responsable de la inhibición de 

los complejos II y III en el transporte de electrones a nivel mitocondrial, con una 

consecuente reducción de los niveles de ATP, lo cual puede contribuir a 

neurodegeneración. (Bordelon et al., 1997; Ribeiro et al., 2006; Schuck et al., 

2007). Por otro lado,  el ácido 3 nitropropiónico, una micotoxina mitocondrial capaz 

de inhibir irreversiblemente la succinato deshidrogenasa (SDH) del Complejo II de 

la cadena de transporte de electrones. Esta toxina también ha mostrado inducir 

tanto necrosis como apoptosis neuronal dependiendo de la dosis (Pang y Geedes, 

1997). Además también puede generar excitotoxicidad secundaria sugiriendo que 

si se provoca una falla en los niveles de ATP resulta en un metabolismo 

energético deficiente, el cual conduce a despolarización de la membrana y 

activación sostenida de los receptores de NMDA por la alteración primaria de las 

ATPasas Na+, K+ (Novelli et al., 1988; Albin y Greenamyre, 1992; Beal et al., 1995; 

Pang y Geddes, 1997).  Ambas toxinas son ampliamente utilizadas para realizar 

modelos experimentales tóxicos de la EH, debido a que reproducen algunas de las 

alteraciones neuroquímicas, y también algunos de los trastornos motores que se 

observan en esta enfermedad (Pérez De la Cruz et al., 2001). Ambas toxinas 

tienen mecanismos de acción primarios diferentes, por lo cual previamente se han 

estudiado los efectos de la administración conjunta de ambas toxinas tanto a dosis 

toxicas como sub-tóxicas con la finalidad de establecer su pudieran existir 

mecanismos de facilitación toxica. 
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El modelo de uso conjunto de QUIN y 3-NP ha sido poco estudiado. Algunos 

marcadores evaluados en él son la peroxidación lipídica y la viabilidad mitocondrial 

en modelos in vitro (Elinos Calderón, et al 2009; Pérez de la Cruz, et al 2008; Silva 

Adaya et al 2008; Jacquard et al 2006); in vivo, Jacquard y colaboradores 

evaluaron algunos marcadores anatómicos e histoquímicos en el 2006 y en el 

2008 Silva-Adaya y colaboradores evaluaron la conducta de rotación y  los niveles 

estriatales de GABA, donde se observó una ligera disminución de los niveles de 

GABA en el modelo de facilitación comparado con los modelos de QUIN y 3NP 

evaluados individualmente.  

Hasta ahora no se conoce con  precisión cuáles son los efectos de la 

administración conjunta de ambas toxinas en concentraciones sub-tóxicas, por lo 

cual este trabajo se centró en investigar si existe alguna facilitación tóxica al 

administrarlas local y sistémicamente en ratas  midiendo distintos parámetros 

neuroquímicos a los 30 días de los tratamientos.  

En este trabajo encontramos una evidente  facilitación tóxica con la administración  

del QUIN  y 3NP a dosis sub-tóxicas al observar un incremento  en los niveles de 

PL en sinaptosomas estriatales, lo cual coincide con lo reportado anteriormente 

por Reynolds Jr NC, et al., 1997, donde se puede observar que produce daño 

oxidativo en membranas sinaptosomales al administrarse en conjunto, esto 

sugiere que el desbalance en la fosforilación oxidativa puede estar incrementado 

por la excitotoxicidad mediada por la sobre-activación de los receptores NMDA y 

viceversa. A este respecto existen estudios previos que demuestran que la co-

administración sub-tóxica de  de malonato (un inhibidor mitocondrial irreversible) 

incrementa lesiones en el cerebro producidas por moléculas excitatorias como L-

Glu, NMDA y alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), indicando 

que el malonato incrementa la vulnerabilidad a través de la excitotoxicidad 

(Greene y Greenamyre, 1995). 

  Por otro lado,  en la funcionalidad mitocondrial se puede observar que el grupo 

administrado con ambas toxinas no muestra una diferencia significativa con 

respecto al control, pero sí tiene una tendencia a reducirse, dichos resultados 

pueden indicar que la potenciación del daño evocado por ambas toxinas no es de 
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suficiente magnitud para afectar de forma significativa la funcionalidad mitocondrial 

o por otro lado, puede deberse a que las determinaciones de funcionalidad se 

realizaron después de 30 días de la administración de las toxinas lo cual hace 

menos específico su efecto sobre la funcionalidad mitocondrial.  

   Los defectos mitocondriales incrementan la neurodegeneración mediada por la 

activación de los receptores de NMDA a través de un incremento en los niveles de 

Ca2+ que provienen de fuentes intracelulares; la disminución de la energía, la 

excitotoxicidad y el estrés oxidativo pueden producir simultáneamente para 

producir neurotoxicidad. En un estudio previo se observó que al administrar ambas 

toxinas en concentraciones sub-tóxica no se observó potenciación de la actividad 

de ambas, sin embargo, al administrar concentraciones incrementadas de L-Car a 

las fracciones sinaptosomales tratadas con QUIN + 3NP, resultó en una 

recuperación dependiente de la concentración de la reducción de MTT, lo cual 

sugiere que la L-Car pudo estar actuando a nivel metabólico para disminuir la 

disfunción mitocondrial en el modelo evocado por QUIN + 3NP (Silva-Adaya, et al., 

2008). También observamos que la funcionalidad mitocondrial se ve incrementada 

en el grupo de 3NP sub-tóxico, esto puede haber ocurrido por  un 

precondicionamiento sub-agudo que provee resistencia al daño isquémico al tejido 

nervioso (Brambrink et al., 2004), donde después de administrar la toxina en una 

ocasión, la célula se prepara con una actividad mitocondrial constante en caso de 

recibir un ataque posterior.  

   Al cuantificar el número de células dañadas, logramos observar que el grupo de 

interés QUIN + 3NP demuestra un incremento del número de células dañadas en 

comparación con el control, se puede notar una potenciación de ambas toxinas, ya 

que éstas en concentraciones sub-tóxicas de forma individual se conservan por 

debajo del grupo co-administrado. En el grupo QUIN se observó un mayor número 

de células dañadas posiblemente debido a que estos animales recibieron la 

administración de la toxina por inyección intraestriatal, mientras que el 3NP fue 

administrado por vía sistémica. Desde que la excitotoxina QUIN se debe 

administrar por inyección intraestriatal para producir los cambios patológicos 

correspondientes a los del cuerpo estriado en la EH (Bazzet TJ et al., 1993), se ha 
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sugerido que es igualmente importante administrar 3NP también por inyección 

intraestriatal para mantener la vulnerabilidad selectiva del cuerpo estriado 

(Ludolph A C et al., 1991). 

   La medición de GABA total estriatal nos muestra valores más o menos similares, 

el grupo co-administrado con QUIN y 3NP presenta una tendencia a reducir los 

niveles de GABA, sin embargo no hay diferencia significativa comparada con el 

grupo control. El grupo QUIN se nota un poco elevado con respecto al control. Se 

observó en un estudio que en el grupo de QUIN hubo una disminución de las 

concentraciones de GABA estriatal seguido de un ligero incremento, lo cual se 

comenta, representa el mismo patrón básico de eventos visto en el cuerpo 

estriado con daño citotóxico siguiendo daños excitotóxicos iniciales (Silva-Adaya 

et al., 2008). Estudios de microdiálisis con NMDA muestran que la principal causa 

de liberación de GABA en el cuerpo estriado es debido a un mecanismo de 

receptor directo (Young AMJ y Brardford HF, 1993). En adición un número de 

membranas despolarizadas y bloqueadores de canales iónicos en estudios de 

microdiálisis en pálido ventral sugieren que la mitad del GABA basal extracelular 

es derivado de mecanismos dependientes de Ca2+ o Na+ (Bourdelais y Kalivas, 

1992). Los gradientes reversibles de Na+/K+ a través de la membrana celular en 

un ambiente agotado energéticamente puede conducir a una liberación de 

glutamato, conduciendo a flujo de calcio y a una máxima secreción de GABA con 

eventual daño citotóxico de manera similar a lo observado en isquemia (Graham et 

al., 1993). 

   Bazzet et al. (1996) demostraron un efecto sinérgico de QUIN y malonato en 

lesiones neuronales producidas por la combinación de estas toxinas, y su efecto 

fue bloqueado por el antagonista de los rNMDA MK-801, por lo tanto asumiendo 

que el flujo de calcio extracelular representa un importante factor que conduce a 

daño neuronal. Se sabe que ambas toxinas son capaces de incrementar los 

niveles de calcio intracelular, también produciendo disfunción mitocondrial, 

formación de ERO y la futura activación de proteasas (Santamaría y Rios, 1993; 

Zeevalk et al., 1995; Brouillet et al., 1999; Sas et al., 2007). 
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   Con un metabolismo oxidante reducido y una despolarización parcial de la 

membrana celular, los canales iónicos del receptor NMDA pueden ser más 

fácilmente activados (Beal, M.F., 1992). Ciertos trabajos parecidos al presente, en 

los cuales se utilizan de manera conjunta agonistas del receptor NMDA, como 

NMDA, AMPA y L-Glutamato, y toxinas mitocondriales, como el malonato,  

exponen que hay un evento de potenciación o sinergismo al administrar dosis 

subtóxicas de dichas toxinas, tomando como marcador el grado de lesión estriatal 

(Greene, J. and Greenamyre, J. 1995; Bazzett, J. et al. 1996). Adicionalmente, 

otros procesos envueltos en la regulación del calcio intracelular pueden verse 

afectados (Beal, M.F., 1992), como lo explica el trabajo de Jacquard y 

colaboradores del 2006, en el cual se argumenta que una moderada activación del 

receptor NMDA combinada con defectos no tóxicos de la SDH mitocondrial 

(inhibición de la SDH >35%) pueden disparar de manera sinérgica una 

degeneración estriatal masiva (Jacquard et al., 2006). 

   Los resultados del proyecto generarán información sobre la reproducibilidad de 

algunos eventos tóxicos en animales en comparación con las características de la 

EH, proporcionando así información relevante para el desarrollo de alternativas 

terapéuticas para el manejo de enfermedades neurodegenerativas. 
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8. CONCLUSIÓN  
   El modelo de administración conjunta de QUIN y 3NP en concentraciones 

subtóxicas puede servir como herramienta para evaluar procesos de degeneración 

celular  vistos en enfermedades neurodegenerativas como lo son la enfermedad 

de Huntington, Alzheimer, Parkinson, etc., ya que este modelo reproduce algunas 

características patológicas de estas enfermedades.  

   Este modelo de facilitación tóxica nos muestra que la administración de sub-

tóxica de ambas toxinas produce la peroxidación de lípidos membranales, 

alteración en la morfología neuronal y en la funcionalidad mitocondrial, sin 

embargo los niveles de GABA no se muestran alterados. Estos datos podrían 

repetirse en un futuro con inyecciones estriatales de ambas toxinas y medirse 

repetidas veces, para que los experimentos sean más homogéneos. 
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