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El dcido quinalinico (QUIN) es un melabalito enddgeno del Lriptofano que se forma
en la via de |a kinurenina en el SMC vy favorece la generacidn de eventos Iduwcos en
ol SNC, tales como la generacion de radicales libres (AL), la peroxidacion de lipidos
(PL) v &l esirés cxidative. El QUIN presenta actividad exctobdica cuando actua
como agonisia en receptoras para M-metil-D-aspartato (WMDA) Esios receptores
s0n canales parmeables a caliones y su activacion prolongada, junto con la entrada
masiva de calcio (Ca™), conduce a eventos taxicos tales como alteraciones en el
metabolismo energético, dafio oxidativo y muerte celular por apoptosis, Ademds, es
ulilizado para producir un modelo expenmental de la Enfermedad de Huntington en
ratas. Uno de los factores comdnmenie asociados a la produccibn de RL en
neuropatias humanas es el depdsito de fierro en el cerebro. Por su parte, el cobre
{Cu™), un metal abundanie en SNC, estd presente en miltiples complejos
enzimalicos, p.ej., ceruloplasmina, gue es el principal ransportador de Cu al cerebro
& internens en la cxdacion de Fa (1) a Fa (11}, un paso necesario en la movilizacion
y defoxificaciin del Fe, regulando asi la aclividad redox Reclentemente se ha
propuesto gque el Cu™ ejerce un papel modulador scbre la actividad de recepiores
NMDA, Jo gue sugiers gue bien podria tener un efecto profecior sobre la
neuroloxicidad inducida por el QUIM. En este trabsjo evalusmos el papel de una
administracidn sislemica aguda de Cu sobre marcadores de neurctoxdcidad inducida
por &l GLIN v vivo. Para ello se emplearon ratas VWislar machos (200-250 g, n=6-8).
Los grupns exparimentales fusron kos sigusentes:

a) Un primer grupo de animales recibid dosis de 2.5 50y 7.5 mg / kg de CuS0y
ip. 30 minutos antes de |a lesion intraesirital con QUIN. En éstos se evalud la PL
basal y la producida par el QUIN.

b) Daspués da demosirado el efecio protector del CuB0, ésle se probd confra el
ascorbato, e cual ha sido demosirado que puade disminuir los niveles de cobre en
ciertas regiones cerebrales



¢) Ofro grupo de amimales fue tratado con la dosis Onica de 5.0 mg/kg de CuSQOy,
gque fue la gque demosird wun mejor efecto contra la PL  una menor tssa de
mortalidad. Con o mismo tratameento, después de 6 dias de |a lesion  intraestrital

con QUIN se lomaron muestras para una comparacion de los niveles de GABA por
HPLC

d) En un tercer grupo de animales con la dosis seleccionada de CuS0, y después
de la lesion con QUIN se recolectaron muestras de liguido cefalorraquides (LCR).
Con estas muesiras se cuantificd la actividad de lka ceruloplasmina (Cp).

Dentro de los resultados se puede resaltar que el CuSO, atenua los dafios
producidos por el QUIN en la PL, ademas da mantener los niveles de GABA con
respecto al control. E Cu también induce la actividad de la Cp en LCR después de
la lesidn con QUIN, ésios resullados sugieren que el cobre pusde esiar
imvolucrado en el proceso de blogueo de receplores para HMDA, ectluando como
un antagonista para estos receplores, o quizés pueda reaccionar con el QUIN de
tal forma que se presente una inhibicién de tipo no competitivo ademés de una
profeccion en la formacion de RL debido a que aumenta la actividad de la Cp. Lo
que es evidente es que los dafos bioguimicos producidos por el QUIN s& ven
atenuados por el tratamiento agudo con CuS0s
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INTRODUCCION

LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTOMN
Caracteristicas generales de la enfermedad

Esta enfermedad, gue se distingue por la triada da harencia dominanta,
carepalelosis ¥y demencia, conmemora e nombre de George Hundington.
Huntington describid ta enfermedad en un grupo de emigrantes inglesas de Long
Isiand y se creia que la limitante dependia de los ancestros (Joynt y cols., 1980).
Huntingion ofrecit una descripcidn suscnta y grafica de la enfermedad que basd
en observacionas de los pacientes gue su padre y abuelo habian alendido duranie
su ejercicio profesional en East Hampton, En 1872 George Huntington describe |a
corea heraditana en un discurso ante |a Meigs and Mason Academy of Maedicine v
que se publico mas tarde an Medical and Swgical Repovfer (Raymond 1999)

“Esta es entendida generalmente por todos los simomas de corea
comun soko en un grado exagerado, casi siempre se manifiesta
hasta la vida adulta o intermedia y comienza gradualments por
seguros ¥ gredusles incremenios, Cuando ellos o algunos
parientas mostraron manifestaciones de la enfermedad y méas
especialmente cuando estas manifestaciones fuenon de nalurakeza
grave, uno o mas de los descendientes casi invariablemente
sufrirdn por la enfermedad si ellos viven hasta la edad adulla. La
lendencia de locura y en algln Lempo ¢sa forma de locura
conduce marcadaments al suicidio. A medida que la enfermedad
progresa, la mente comienza mas o menos a perjudicarse,
provocanda wna mayor canfidad de demencia detenorando el
cuerpo y la mente gradualmenie hasta la muerte, relevandolos de
su sufrimiento (lomado de Joynt y cols., 1980)

Actualimenie se sabe que la enfermedad de Humbinglon (EH), como
aclualmeania sa le conoca, &5 un desarden degenerativo, caracierizado por dafio
cognoscilivo, disturbios emocionales y movimeenios involunarios de tipo corea se



presentan principalmente entre la tercera y quinta década de vida del paciente
{Jenkins y cods 1993), causado por una axpansidn da mas de 40 repaticionas dal
rinucledtido CAG en un gen de herencia autosdmico dominante localizado en e
brazo corto del cromosoma 4, llamado IT15 (ver Fig. 1), gue codifica para una
proteina de 348 kDa lamada huntingting (hit), v de cuya longitud depende |a edad
de miciacion de los sintomas (Gusalla y cols., 1983; Brouillet y cols., 1889)

Fig. 1 S roseslts o magen peedies 6 cromeioms 4 kalfesdn o oo
regpoareEsbie ge W EM oificads  de  hEp essw mebe nim ni g
BnRCIENCERfichrd

Los pacsentes que padecen esta enfermedad tienan una sobrevida de 20
afos en promedio después de la apancion de los pimenos sintomas (Raymond
1895). La prevalencia an e ambito mundial se estima de 510 casos por cada
100,000 personas. La presencia de [a EH es alta en &l oeste de Escocia En la
reQicn dil lapo Maracaibo an Venaruela hay una prévalenca do 1,000 a 7,000



casos por cada 100000 personas y en cieros grupos &micos lales como |os
jgponesas y los afroamericanos, al nimeéro de casos reportados es bajp Sa
ezpecula qua la presencia de la enfermedad en @slas zonas sa deba a algunos
faclores, lales como log patrones de migracion de las poblaciones, @ aslamiento
geografico y los factoras genaticos | Hayden, 1981, Conneaally, 1584)

Caracteristicas histopatoldgicas
La aspariencia general de! cerebro de los pacenies que mueren a

gonsecuencia de la EH es anormal. Usuabmeants &l tamafio del cerebro es peguefo
y con atrofia visible media a moderada de la coreza carebral, preferancialemeanta
en los IGbulos frontales y panetales (ver Fig 2). En muchos casos, &l peso normal
del cerebro disminuye da un 20 a 30 % La atrofia caracleristica del caudado
putaman {conooidd como culfpo esinado) S asocia a la diatacion da 03
vintriculos laterales. 5e ha observado gue el caudado-putamen a4 al mayor sitio
da patologia ded la EH donda ef 50 % de las neurcnas astan dafadas y hay una
vilnerabilkidad diferencial en la poblacion neuronal, &3 decir, que hay prederencia
por las neuronas esiriatales espinosas medianas (Beal, 1986), En contraste, las

newronas no espinosas largas v las peuronas espinosas no largas estdn
profeqidas (Ferate y cols. | 18493)

Fig, 1 S da corvier de un pacsmts o P g recars mna dli s de e
woidrmaslon ¥ aiofis dol plkiles sesleks Ot de lesiges. Erwm Aeik o
Mofari Scewull.  Wimbiagion Caiewip 51 Leas 38 US40 Tonsdo de
My e st s s o By ST ST Mk T



Caracteristicas histopatolégicas
Se han analizado las concentraciones de dopamina (DA), GABA,

acetilcolina (Ach), noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), sustancia P,
colecistoquinina (CCK), metenceflina, neuropéptido Y y somatostatina, entre otras
sustancias y neurotransmisores que estdn presentes en el cuerpo estriado de
enfermos con EH y que se utilizan como marcadores de neuronas estriatales. Los
resultados fueron variados ya que se han reportado cambios en los niveles de

éstos.

Tabla1 Cambids en las concentraciones de lagunas moleculas en la EH

a7

S e e
Spokes, 1980; Camasco, 1986; Bird

DA Cambios pequefios o nulos 1980.
Disminuye hasta un 60 % vy la actividad de la GAD se encuentra
GABA disminuida |Bird, 1974; 1984,
Ach Seencuentra una disminucion de la enzima Acetilcolintransferasa  |Schwarcz, 1984; McGeer y cols, 1973
NA MNormales o relativemente aumentados 1980

Las concentraciones estriatales de 5-HT permanecen normales o
|ligeramente aumentadas, mientras que en el liquido
5-HT cefalorraguideo permanecen normales . cz, 1984

Es un neuropéptido encontrado en los ganglios basales, postulado
como neurotransmisor excitador de la via eferente del estriado ala
Sustancia P_|substancia nigra, y se ha encontrado que en la EH esta disminuido . |Gale, 1978
Este péptido se encuentra disminuido en los ganglios basales de
enfermos coréicos, especialmente en globus pallidus y la

CCK substancia nigra . Redner y cols, 1988
|En el neoestriado la metencefalina se encuentra marcadame
Metencefalina |disminuida Reiner y cols, 1988; Aroni, 1983

Somatostatina] En la EH las concentraciones de somatostatina y neuropéptido |
y neuropéptidojen el cuerpo estriado se encontraron aumentadas hasta tres v Beal 1986; Dawbarn col. 1985;
Y: mas de lo normal. Perkins y cols., 1983

Etiologia de la EH

A pesar del descubrimiento del gen de la EH, aun no se ha encontrado la
etiologia de la enfermedad, existen varias hiptesis que tratan de explicar la
neurodegeneracion existente en esta enfermedad, sin embargo ninguna es del
todo convincente, y ademas no son excluyentes entre si, por lo que se cree que
mas de una podria estar participando dentro de la degeneracion que se presenta
en esta enfermedad. Recientemente se ha postulado que la pérdida de funcién de
la htt mutada puede estar asociada con la patogénesis de la enfermedad

(Cattaneo y cols., 2001). Sin embargo, estos datos sugieren que un blogueo o

10



represitn de |la expresidn del alelo expandido puede no ser sufickente para datenar
todos los mecanismas patolagicos involucrados an al EH

Oiiro factor asociado puede ser |a expresion del receplor mGIuRS (Recepior
metabotropico a ghutamato) que se presenta en as neunonas espinosas medianas,
conduciendo sio a una susceplibilidad de eslas neuronas a wun dafo excitotoxico
(Testa y cols., 1895) Ofro proceso imolucrado con 8 EH es la disfuncson
mitocondrial, por lo que ésio ha sido uliizado para crear algunos modelos
experimentales de la enfermedad. Existen hipdlesis que involucran la accion de
una floxina producida por alteraciones en procesos metabdlicos durante o
desarrollo de la enfermedad. Se ha postulade que cambics en el metabolismo del
iriplofanc pudieran estar involucrados en la patogénesis de la enfermedad (Beal y
cols, 1988, Reynals, y cols 1988, Perkins y cols., 1983), debido al metabalismo
dal Larptofana por la via de la kinurening, se sintetizan como metabolitos el écido
quinolinico (acido 2, 3-piridindicarboxilico, QUIN) v el acdo kinurénico (KYNA)
ambos productos de ka kinurenina (IKYN)

Receptores glutamatérgicos

La hipilesis de la participacidn de los receplores glutamabérgicos en la
muerte neurcnal asociada a las enfermedades neurcdegensrativas fue
priginalmente propuesta por Olney y col., [1596) con esio la disfuncidn de las vias
glutamalérgicas se ha implicado en varios destrdenes neurcdegeneralivos del
Sislema Mervioso Central (SNC) tales como algunos casos de epilepsia (Fisher,
1991), ta EH (Alin 1990), la enfermedad de Parkinson (Turski, 1991), el complajo
SiDA-demencia (Lipton, 1991) v la enfermedad de Alzhewmer (Jarsen, 1990)
Ademas, los recepiores glutamalérgicos estén mvolucrados en la iniciacson ¥
propagacion de las crisis convidsivas epileptogénicas, debido a una activacidn
excesiva de ellos, obteniéndose como resultado una muene neuronal masiva que
puede ocurrir también durante los periodos de isquemia e hipoglucemia (Choi,
1995, Fisher, 1991).



En general, esta hipdlesis propone que |la muere neuronal &s causada por
la concentracién excesiva de uno o varos agonistas enddgenos de los receptores
para aminoacidos excitadores AAE, incluyendo a los Acidos glutdmico y aspéartco,
los neurotransmisores que cldsicamente aclivan estos receplores (Nicoll, 1920)

Los primeros recepiores glutamelérgicos caracterizados fueron aquelios
asdciados a canales idnicos selectivos a cationes, tambidn lamados receplores
glutamalérgicos ionotrdpicos (Sperk, 19592), Posteriormente, gracies a estudios
elecirofisioldgicos, se propusieron fres lipos diferentes de receplores
plutamatérgicos (ver fig. 3)gue s¢ denominaron inicalmente como: kainalo,
quisqualaio y NMDA, refinréndose a su ligando farmacologico preferente. También
58 Propuso un cuaro grupo: receptores presindpticos afines al dervado fosfonato
del glutamato, dcido fosfonobutinico (APE) (Chol, 1285, De Deyn y cols. 1992,
Wesbrook, 1984), Se postuld que las tres primeras cleses de receplores estén
unidos a canales calidnicos de membrana (Westbrook | 1994). Por lo tanio, los
receplores para AEE pueden clasificarse en fres subtipos generales:

1) Receptores ionotrdpicos para NMDA
2) Receptores no NMDA [AMPA, y Kainato)
3} Receptores metaboirdpicos

Los recepiores a NMDA son los receptores glutamatérgicos més conocidos,
esliin acoplades a canales catidnicos modulados por Mg™, el Mg™ extracelular
bloguea los incrementos de Ca”™ en respuesta al estimulo de recepiores NMDA de
manera wollaje dependiente, por o que $e necesila una despolarizacidn
persisiente de la membrana para qua se lleve a cabo la speriura del canal,
tambidn se caracterizan por su alta conductancia y permeabilidad a Ca™ y al Na".

Este tipo de receptores jusgan un papel crucial en las funciones cognitivas,
asi como en diversos procesos patoldgicos yva que hay una mayor densidad de
éstos en el hipocampo, siguiéndole la neccoreza, el cuerpo estriado, el talamo, y
en las lerminales dopaminérgicas nigroesiristales (Martinez-Fong, 1992). En el
cusrpo estriado bos recaptores a NMDA se encueniran en las células espinosas,



las cuales en la EH son las mas susceptibles a la muerte (Choi, 1988; De Deyne,
1992 Wesbrook, 1994).

Fig3 PROCESOS MEDIADOS POR RECEPTORES DE GLUTAMATO, QUE CONTRIBUYEN AL
ESTRES OXIDATIVO. Cuando el receptor es activado, el canal de calcio asociado cambia su confc
incrementando la permeabilidad para este i6n, produciendo asi una sefial propagsble. Cuando grandes
cmwnu'aclones de calcio invaden el citosol celular, se generan eventos tdxicos entre los cuales dsuu:

icos en le metaboli energético de la célula, alteraci en la fosforilacia
activacion de lipasas y p de radical Iibres.cmﬁcmdmvoyfmslmmtgmmmhw
(Coyle T.J. y Puttarcken P. Science vol 262 689-695,1993)

Los receptores a NMDA se pueden activar selectivamente por varios
compuestos endégenos que incluyen al L-aspartato, el homocisteato y el QUIN,
requiriéndose el coagonismo de la glicina. La accién del glutamato se puede
antagonizar selectivamente de manera competitiva por el 2-amino-5-
fosfonovalerato (APV) y el 2-amino-5-fosfonoheptanoato (APH), o no
competitivamente por farmacos que se unen al sitio fenciclidinico dentro del canal
abierto, como son: la fenilciclidina, la dizocilpina o MK801, el dextrorfan, la
ketamina (Choi, 1998; Wesbrook, 1994 ) y por el bloqueo de la unién del
coagonista glicina realizado por Kinureninas.

Estrés oxidativo y efectos Bioquimicos

El estrés oxidativo puede ser definido como un estado en el cual la
exposicion a radicales libres u otros oxidantes induce a cambios en las funciones
normales o en la sobrevivencia misma de las células (Santamaria, 1995). Existe

una hipétesis que explica el dafo oxidativo acumulativo, asociado con un retraso
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principal ¥ prograsivo an esas condiciones, asi como evidencias acerca de gue la
activacidn excasiva de 0s receptores glutamatérgicos a3 una importante fuente de
estrés oxidativo (Hallwel, 1984,

Dentro de los efectos de los radicales libres enconiramos |a reaccidn y
combinacion con biomaléculas, originando la degradacion peroxidaliva de acidos
grasos polinsaturados {peroxidacion de lipidos) e interacciones glucosa-proteina o
glucosa-lipido (glicacién), y modificackon oxidativa de aminodcidos (Uchida, 2000)
Un gran nidmero de aldehidos reactivos derivados de la peroxidacidn de lipidos
han sido implicados como agentes causales en el proceso citobbxico iniciado por la
exposicion de sistemas biolégicos a agenes oxidantes (Uichida, 2000),

Modelos experimentales de la EH

Con baze en las diferenies hipilesis de la eliclogia de la enfermedad se
han disefiado diferentes modelos exparimentales para tratar de esclarecer los
mecaniamos de la enfermedad, en estos modelos se trata de reproducr algunas
alteraciones tipicas de la enfermedad, como son las caracleristicas conductuales,
histoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas. Por tal motivo, se han utilizado moléculas
con electo neuratixco como @ QUIM, el dcido kainico (AK), &l &cido ibdtenico
{IBOY), o moléculas que afectan direclaments el metabolismo mitocondrial como el
Acido -nitropropidnico (3-NP) y el malato que inducen un dafio patologico similar
al estriado de ralas que se produo en olro modelo para la EH (Beal vy cols 1953,
Brouillet y cols 1995). De éstas, destaca el QUIN come mejor modelo experimental
para producir las caracteristicas de la EH, ya gque esta meurcboona @3 un
metabolite que 58 produce de manera natural en el tejido cerebral, por o gue sa
ha postulade coma un factor en la eticlogia de la enfermedad [Walking ¥ Evanns
1881}

En 1885, Beal y cols, realizaron un estudio inmunchistoquimico comparative
entre mdltiplas suslancias neurcexitadoras y sus efectos neuroldxicos sobre el
cusfpo esiriado de |a rata, evaluando alteraciones morfoldgicas y sus parfiles



neuroquimicos de esta rmegidn. Se midieron o8 niveles de somatostating,
neuwropéplido ¥, sustancia P, vasopresine, GABA y DA despuds de la
administracion de los &cidos nicotinico, fidlico, kainico, quinolinico y N-metil-D-
aspartato (NMDA) en varias concenfraciones. Los dcidos iboténico, kainico,
quinelimico, y NMDA redujeron tamblén significativamente |a inmuncreactividad a
la sustancia P, y los niveles de GABA como en la enfermedad, Excepiuando al
QUIM, las ofras trés susiéncias dismenuyeron la inmunorreadividad a la

somatostatinag y al neuropéptido ¥, contrario a lo gue ooure en @ EH (ver Tabda
2

GABA

Ach * * *
Suslancia P + ' *
D& WRC [ [
Somabosiaing + HC
Neuropéplido ¥ NE

§ =Dusminuye & = jumenta HG= No camibia
Tabls T Cambeos & SUSINCIE y e SIiTeonel pioducdied pof dienenilem

La adminisiraciin de los tres dcidos (KA, 1BO, QUIN) en el cuerpo estriado
produjs una zona de necrosis circundada por un Grea de pérdida lolal de
neurcnas. Sddo e QUIN manluve infactas a las neuronas gque condenian
somatostating y newropéptido Y, lo cual se atribuyd a la capacidad de dichas
npeuronas para metabolizar el QUIN (Vincent y cols, 1983) por lo que se postuld
que estas neurcnas podrian captar & QUIN v metabolizario. Después de esie
estudio, o QUIN se ha considerado como la mejor molécula para reproducir |a
EH

Acido-3-nitropropidnico

Lusdoph y cals. [1981) imvestigaron |a paricipacion de toxinas que mimelizan
la EH por inhibscion de la adividad respiraioria mitocondrial. Esios investigadores
enconiraron que &l 3-NP, una loxing que inhibe &l melabolismo energilico y que
esid presents an al ambiente en hongos y plamtas, causa dafio newal en el SNC



El mecanismo del dafo &5 & tavés de la inhibicsbn de la succanalo
deshidrogenasa, enzima gue juega un papel central en la cadena de ransporte de
alectrones y en el ciclo de Krabs o de los acidos tricarboxilicos. 5& ha observado
que las inyecciones inlraesiriatales del 3-NP en ratas producen esionas newales
an forma dosis-dependienie, que se manifiesian con presencia de gliosis y pardida
newral Las caracteristicas newrogquimicas del modalo fushon una disminucson de
GABA, sustancia P, somatostatine, neuropéptido Y y de DA (Brouillet y col,
1993} La administracion subaguda provoca desarrollo de movimientos lentos y
postura chsidnica an |as ratas. La admimisiracion cronica realizada en primates

produje movimientos desordenados parecidos a los que se observan en la EH
(Koutouzis y col., 1554 y Broullet y col., 1953)

Modelos iransgénicos

Dasaforiunadameants, 08 estudeos desde el descubrimianto de [a mutacian
del gen, lejos estén de conducir al entendimiento del fundamanio de los procesos
neurodegeneralivos o del descubrimiento de una terapia efectiva, sin embargo, el
descubnmients del gen responsablé, asi como del producto de expresidn, han
podido establecer una linea de investigacibn allemma, 8 cual e basa
principalmenta en la manipulacion genédtica da diferantes espacies antre las cuales
estan el modelo en Drosophils, Ceenovaboils elegans y raidn, Cada modelo
presenia weniajas y desveniagms dado gue nminguno puede reproducir
completamente |a patologia humana (Bates v cols 1957, Brouillet y cols 1999
Menallad y Chessalet 2002, Rubinaztein 2002)

Los modelos transgénicos son gensrados 8 partir de un gén de un pacienie
con EH el cual es introducido en ovocitos fertilizados, por vanas razones
inchuyendo el tiempo de expresion de las caracteristicas fenotipicas y algunas
bioquimicas se ha seleccionado al radn como una especis an la cual se han
desarrollado dfereries lineas de transgénicos para diversas enfermedades
incluyenda la EH.



Deniro de los modelos desarollados por este tipo de téonicas éstan el
modelo ded cONA del grupo de Tagle (1998) gue expresa &l cDNA completo de la
il humana con 16, 48, o &3 repetidos, & modelo transgénico condicionado el cual
cuenia con un sisterna Tet-off y el promolor Camill el cual permite regular |a
axpresion del gen (Yamamolo y cols., 19595 Yammamoio y cols., 2000); el raion
Knock-oul con mutaciones nulas del gen de la hil (Duyao y cols | 1985 Msir y
colg, 1995, Zeitlin y cols., 1985) y el modelo del exdn 1 desamoliado por
Manmarni y cods an 1995 ol cual leva un fragmento de 1.3 kb dal DMNA gue
contiene &l promator, & prmer inftrdn y el primer exon de un paciente con EH

Tratamientos an la enfermedad de EH

Actualmenta no exste terapia o cura efectiva que pweda dismiruir el
deterioro mental y motor que sufren los pacientas con EH (McMurray, 2001) paro
existen dferertes esirategias terapéulicas para  disminusr 105 sinfomas
pcaslonados por la enfermedad, asi como el consejo genélico para los aleciados
por asta. Con base en las diferentes hipdesis para bratar de explicar la
fisiopalogénesis da esta enfermedad, se han disefiado una serie de esirategias
gue llewen al alivio o detencidn del prograso de la enfermeadad.

Anticxidanies y moléculas atrapadoras de radicales libres
Se han ulilizado varios compuesios que pueden disminu k3 formacion de

radicales libres, los cuales son los gue mas se ha estudiado v desammollado en los

Lin enfoque interesants para la prevencitn del dafioc neuronal es la
induccidn de la sinlesis de una proteing neuroprotectora: la metalotioneina. Esta
proteina fena en su esiructura un lercio de residuos de cisteina y 8 travéa da
esios procesos posee alla sfinidad por los radicales hidroxiio (Sato v Bramner.,
1693), los metales de transicion (Kegi y Schaffer, 1988) v aln el dxido nitrico
(Schwarz.1995) por lo que @8 una opcidn interesants poco explorada de
tratamiento neurcprotecton



El desarrolio de nuevos y poterdes anlagomisias farmacologioos para
recepiores a AAE se ha empleado en EH, entre otros padecimientos
reurodegeneratives, como el clorhidralo de remacemida [Schilling vy cols,, 2001,
Ferrante y cols, 2002). Debe resaltarse la investigacion que sa ha realizada con
los antagonisias de los recepiores a NMDA, que parecen mediar una proteccion
efectiva en lodos los modelos experimentales de newrodegeneracian. Un problema
con esios ditimos antagonisias es que pocos de ellos logran atravesar la Barrera
Hematoencelfdlica v los gue ko hacen provocan evenios neurobfeceons (Sagratella
1945)

Restablecimients de |a fosforilacion cxidativa

Es quizés la allernativa menos investigada y consisie en administrar
substancias que aumeantan la eficacia de la fosforlacidn coedativa. La coenzima
O, pOr sjamplo, @8 un componenta esencial en la cadena de iransporie de
glectrones en donde funciona tanlo como aceptor como donador (Przyrambed,
1987). Se ha propueto que la conzima Qyp puede subsanar un defecio en la
cadena de transporte de elecirones y se ha empleado con éxito an la pravencion
del dafo neuronal en la EH (Schilling y cols, 2001, Famanta y cols., 2002} asi
como &l acdo taurodesoxicilico (Keene y cols, 2002), sin embargo, se ha
obseryado una mejora limitada en pacientes,

Transferencia de Genes al Sisterna Nervioso (SN},

Le introdwccidn de mafterial genético nueewo al 5H es una l&cnica
relalivamente nueva que promete lener grandes resultados, sobre todo para la
comeccion da defectos del DMNA que producen (rastormos newroldgcos
iniczalmente, el envio de genes al cerebro se realed mediante el transplante de
células periféncas modificadas in wino hacia el carebro (Fisher y Ray, 1994), Los
resuliados de estos estudios indicaron que las células transplantadas sobravivian
y eran funcionales, Reclentemende, se han desarrollado oiras estrategias como
BON:

a) Transferencia usando vectores retrovirales (Frim, 1993),
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b} Inyeccson de RNA mensspero (Maciejewski-Lenaoir, 18953)
c) Tecnologia antisentido. (Shein, 1953)

GANGLIOS BASALES (NUCLEOS CEREBRALES)
Consideraciones Anatdmicas y Fisioldgicas
En estados de saled, las actividades de los ganglios basales y del carsbro
estdn mezciadas con los sisiemas corticoespinal y corlicomesencefalpespinales
Las aclividades posiurales estilicas del primer sistema son ndispensables para
loa mowimientos woluntarios del dimao (Joynt 1990)

Los ganglios basakes (nicleos cerebrales) son masas que s& encueniran en
partes de materia gris en cada hemisferio cerebral (Fig 4 y 5) (Torbora 1598). El
mayor de |os ganglios basales de cada hemisfeno es el cuerpo estriado (Cofpus =
cuerpo; stnatum = esinado) Esid formado por & micles caudado (cauda =cala) v
ef nicleo lentiforme (lenficwla =con forma de lenfe o lentes). El nddeo lentiforme
S8 divick® @0 ung POrcIon exlema que & Hama pulamen (putamen = coneza) vy una
porcion medial que se llama globus pallidus (giebus =balon; paihd = palido)
[Tortora 15098). Ofras estructuras que con frecuencia se consideran parte de |03

ganglics basales son |8 suslancia nigra, o nockes sublatdmico, v & nocles ropo
(Tortora 1998).

Fig. & se musshe b ocsizecon del nockss ceadadn & e GE d8 el
T i & L DT B



Fig. & Se& muestra un oofe oomonal del cesbno Humano
safialands ia anatomia de ks gangios basales

Los ganglios basales se mnlerconsctan por medio de muechas fibras
También se conectan con la corera cersbral, talamo e hipotélamo. El nbcleo
caudado (cuerpo estnado) y el putamen contrsdan los movimeantos subconscantes
mis importantes de loa musculos esquelkéticos (Tortora 1998). El cuerpo estriado,
que es la parte receplora de los ganglios basales, recibe fibras crganizadas de
manara topografica provenianias de todas partes de la corteza cerabral. Denmy-
Brown Yy Yanagqsswa, guiengs estudiaron jos elecios de la resecoon de
estruciuras piramidales individuakes en el macaco, concluyaron gue kos gamglios
basales funcionan como carta clase de centro distribuidor en el que, durania un
movimiento infenlado o proyeciado, se facildan las actividades de un grupo y se
supriman todas las olras que son innecesarias (Tomado de Raymond 1959). Ln
aspecto de imporiancia maxima de la estructura y funcidn de ganglos basales,
gue sdlo 52 gprecid hace poco, es la falla de equivalencia de iodas las partes del
cLdpo esnaco, Hay Hpos de cElulas y zonas cehulares en parboular denlio de
esta estructura que parecen ftener funciones receptoras y ejecutivas difersntes
{Raymaond 1953), por lo que s& han dalimeado dos sestemas prncipales de fibras
esinatopalidales

1) Una via dwecta esiriatomedial palidonigral (parte reficulada), a la que

actvan las proyecciones glulamalargicas provenientes de la cortaza
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sensilivo-molora ¥ proyecciones dopaminégicas nigroesinatales (pare
compacta)

2} Un circuito estriatolateral, palkdosubtalamomedial y palidonigral indirecto.
Este dltimo, en contraste con la accion excilaloria de la via directa, wiiliza a

un mediador dopaminérgico qu as mhibidor (Raymond 1999)

Consideraciones Farmacoldgicas

Aunque los fisidlogos fracasaron durante anos para descubric 1as funcionas
de los ganglios basales en sus experimenios de estimulacidn y ressccibn burda,
las clinicos se percataron de gue el empleo de cierlos farmacos, como |a resenping
y las fenotiacinas, producian com regulandad sindromes extrapsramidales
{parkingonisme, corecatetisis, distonia). Estas observacionas estimularon en gran
medida el estudio de suslancias transmisoras an o SNC [Tomado da Raymand
1980) Sa trata de susiancias salehzadas y almacenadas en las lerminacione:s
presindplicas y descargadas, como reaccion a estimulos apropiados, a traves de
las hendiduras sinaplicas para combinarse con sitios receptores especificos sobre
la chlula posinaptica (Pearson cols., 1880),

La opimidn aciual consiste en que el conirol ganglionar basal integrado  de
lxs movimientos s& puade enlandes meor s S8 conskdaran, &n el contaxto de la
anatomia, los efecios Hs0lGgicos de 108 NEUNCIFENSMISONes que envian senales
entre |a coneza, el cuerpo estriado, el globo palido, el nicleo subtalémico, la
sustancia nigra y el {&lamo (Raymond 1523).

Las sustancias newolransmisoras mas imporiantes desde & punto de vista
de |a funcién ganglionar basal son glutamato, dcido gama-aminobutirico (GABA),
dopamina, acetilcolina, y serotonina. Sustancia P y encefalina desempefan
funciones subsidsarias en las vias del GABA (Raymond 1999), El glutamalo, es
probablemente, el neurolransmisor de las proyecciones corbcoespinales
axcilaionias y de [as newonas excilaiorias del nucieo sublalamico, El GABA es el

il



neurotransmisor (inhdbiforio) de ks newronas esiratales de proyeccidn, del globo
pélido y de |a sustancia nigra (parie reticulada) Fig. & (Raymond 1999)
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Consideraciones Patolégicas

En 1915, Wilson describid por primera vez con bases clinicas, y demastrd
asi, al sindrome molor extrapiramidal que se conoce en la actualidad. En la
enfermedad que ahora Beva su nombre, y gue & llamd degensracion
hepatolenticidar, la anomalia mas sobresalients an el Sisterna Nervioso (SN) era
una degradacitn de ambos putdmenes a veces hasta el punto de la cavilaciin
{Raymond 1999).

Los estudios clinico-patolégicos de la Enfermedad de Huntington, & partir de
los de Meyner (1871) y seguidos por los de Jelgarsmas (1908) y Alzhaimer (1911),
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relacionan el Irastomo de los movimientos lo mismo que la rigidez con pérdida de
células nerviosas en el cuenpo estriado (lomado de Raymond 16884).

Inyecciones de un antagonista de GABA, bicuculina, en la porcidn palidum
lsteral de primates produce corea. La inyeccion similar en el estriade no
fundameanta &l resullado en corea, excaplo cuando ocurme una difusion del palidum
adyacente (Bird 1880). En 1820, Oskar y Cecile Vogt ofrecieron una descripcion
detallada de los cambios neuropatolégicos en varios pacientes que habian estado
afligidos por careoatetosis desde la primera infancia (Klatzo 2003), Tretiskoff en
19149 fue &l primero en demosirar la afeccion sostenida de |a sustancia nigra en los
casos de paralisis agitante (Raymound 1999).

En la tabla 3 se resumen las correlaciones clinicopatoligicas aceptadas por

la mayoria de los neurdlogos, pero debe insistirse wna vezr mds que hay adn
miicha inceridumbre an cuanto a los detallss mas finos (Raymound 19598)
Tabda ¥ Tomady e Principis de resmiopa [(Rdama. Vichr, Rapper edodn|
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En términos amplios, los trastornos motores se pueden considerar
constituidos por déficit funcionales primarios (o sintomas negativos) y efectos
secundarios (o sintomas positivos), estos ultimos atribuidos a la descarga o a la
desinhibicién de la actividad de partes no lesionadas del Sistema Nervioso Motor
(Raymond 1999). Como los déficits primarios o sintomas negativos aparecen
bradicinesia y acinesia y pérdida de los reflejos posturales normales, temblor,
rigidez y movimientos involuntarios (corea, atetosis, balismo y distonia) como los
positivos (Raymond 1999).

LA VIiA DE LA KINURENINA

Esta via ha sido descrita tanto en higado como en cerebro de; humanos,
primates no humanos, roedores y mamiferos menores (Stone 1993). No fue sino
hasta 1947 que la via de la kinurenina (ver fig. 7) fue reconsiderada como una
mejor ruta para la transformacion del triptofano periférico a nicotinamida (NAD) y

sus nucledtidos conjugados en el metabolismo de mamiferos (Beadle y col. 1947).

Interesantemente, la importancia de via de la kinurenina se centro durante
largo tiempo en su funcion como generadora de NAD y como una mejor via de
distribucion en casos de deficiencia de piridoxina, esté vitamina es un cofactor
esencial en varias enzimas kinurénicas (Stone, 1993). Con el descubrimiento de
que las neuronas y otras células liberan 5-hidroxitriptamina (5HT) como un
neurotransmisor o una hormona local respectivamente, el interés de mas
farmacdlogos y neurocientificos regresé al estudio del triptofano como un
precursor de 5HT (Peters, 1991). Esta situacion persiste con el descubrimiento del
QUIN y el KYNA, dos metabolitos del triptofano formados en esta via, en altas
concentraciones en el higado y que han mostrado un pronunciado efecto en la
actividad neuronal, mostrando actividad en los receptores para aminoacidos
excitadores (AEE) de neuronas centrales ( Stone y Perkins, 1981; Perkins y Stone,
1982, 1983 ayb). -

En el higado, la primera reaccién es una oxidacion y apertura en el anillo
inddlico del triptofano, la cual es realizada por la enzima triptofano 2,3-dioxigenasa
TDO (también conocida como triptofano pirrolasa) la cual se encuentra
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principaimente en tejidos periféricas y tienen una especifcedad por e sustrato L-
tripiofano, La TDO depende de los niveles del grupo hemo, tieme un peso
molecular da 47796 y un bempo de vida media de aproximadamente 2 horas an

los mamiferos, v su aclividad es répidamente modificada por la disponibilidad  del
susiraio (Bander, 1585).

La administracién del inplofano, induce fuenemente la actividad da la TDO
paor un mecanismo aparentemente no depsndiente de RMA v sinlesis de proleina,
a un mivel en &l cual gran parte del triptofano periférico es metabolizado par
rupiura de su estructura y una pequena porcdn estd disponibde para su
penatracion al SNC y su subsecuenie metabolismo hacia la sercioning o las
kinurenmas. La consecuancia de dichos procesos o5 una profunda dismanuckbn de
los derivados dal indol del triptofano en el SNC (Slone, 1993). La actividad de |a
TDO pusde también ser inducsda por glucocoriicoides en un MEBcanismo gue
involucra la indwccidn de ta sinlesis del RNAM y de proleinas (Salter y Pogson,
1985)

Con base en que la TDO es acliva solo sobre el metabolismo dal L-
tripiofans, la administracion sistémica de este aminodcedo resulta en la produccion
de L-kinurenina por la formacion previa de la M-formillkinurenina (Higuchi y
Hayaishi, 1967). La enzima responsable de asto es lambién hemodepandianta: la
indolaming dioxigenasa (I00). Esta enzima lambién depends de superdodo, ¥ Su
aclividad es regulada por la presencia de radicales libres generados por los varios
siglemas, tales como el ascorbato, &l azul de melilens v a xantina-wantinadodasa,
pudiendo ser inhibida por ka supertxido dismutasa (Hirata y Hayaishi, 1971). La
IDOD es también activada para metabaolizar el L-triptofanco ¥ @l L-5-hidroxtriptotana,
la triptamina, la 5HT y la melatonina (Hirata y Hayaishi, 1571). Mientras que la
TODO estd presente en el higado, la IDOD estd ausente en al mismo, pero presenta
una amplia distribucion en los tejidos intestinales, la placenta y particularments en
el cerebro de los mamiferos. Especialments en el cersbro de la rata la enzima
muesira una gran actividad en el hipotalamo (Gal ¥ Sherman, 1980 en Stone,
1993)
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Hanuraninasa y Kiriremnina hdroclass

La kinurenina Mdrocdlasa es @ ergima que ransforma la kinurenina a 3-
hidrepokinurening, aungue |la actividad de la kinurening hidroelasa también
aparece en ol cerebro, debédo a que esta actividad es reducida con respecio a la
de higado, surgen algunas interrogantes acerca de la habilidad del cerebro de
metabolizar sus propias Kmurenmas a o largo de ésta vie, desde 3-
hidroxikinurenina hasta el Acida 3-hidroccantranilicn, Sin embargo, ahaora se sabe
que la kinureninasa es también capaz de hedrolizar la L—kinurenina a acido
anfraniico (Bender ¥ Mc Creanos, 1982), y como consecissncia  pusde inducir
hedroxilackin scbre los acdo 3- o S-hidroxeaniranilicos, bo cual explica la habilidad
del cerebro para formar 3-hidroxiantranilato que a su vez puede entrar con
faciidad al cerebro, constibuyendo una alternativa para la activacidn de la via,
siendo este proceso independiente de |a presencia de iniptofano (Slone, 1883),

Kinurenina aminotransferasa

Otra aiternativa para la L-kinurenima es ka conversidn de la L-kinurenina a
KYNA la cual oourmre por wna transaminacibn mreversible (Kido, 1984, Noguchi,
1991) calalizada por una enzima que se encuentra principalmente en |a fraccién
midoccondnial astrociica del cerebro de los mamiferos: la  L-kinurenina
aminciransferasa, suginendo que |la vie de la kinurenina se lleva a8 cabo
preferencialimente an la glia (Okunc, 1991) ¥ no en las meurcnas, lo gue ha
permitido postular que la secrecidn del KYMNA ocurre desda las células glales que
estdn en iInmediata vecindad, hacia cerios contactos sindpticos especificos, en el
espacio axraceldar. Cabe sefalar gue &3la es una enzima allamente selecliva
por su sustrato (la L-kinurening), en comparacion con su baja afinidad por al L-
triptofano, el La-glutamato y el L-aminbadipato, kos cusles compiten pobrements
por la enzima (Turskl y col. 1988 en Stone, 1953),

S-Hidrauaaniran alo cogenasa

La conversidn de J-hidroxiantranilato (3-HA) 8 QUIN esta regulada por la
enzima hepatica I-hidroxiantranilalo oxigenasa (3-HAD), involucrando @
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produccidn inicial de semialdehido aminocarboximucdnico, con el paso de una
ciclizactin no enzmatca del OUIN (Long y col 1954) Odira enzima
imapropiedaments llamada peicolinico carboalasa, descarboxila esta intermediarnio
a semialdehido amnomucénico. El Gltimo paso de una oolizacidn no enzimatica
puede suceder con la farmacion del écido picolinico (Cook y Pogson, 1983, Heyes
v col 1988) Esta confirmada la existencia de la 3-HAD en el cersbro de
mamiferos, en la fraccion ciloplasmica soluble. La actividad de esta enzima no se
ve afectada en presencia de varos aminoécidos excitadores, mi de triptofano y
acido kinurénico, aun en presencia de los dos untos (Foster y col. 1985)

Acido quinolinico fosforribogi] transferasa

La acido guinclinico fosforribosil transferasa o QOPRT cataliza |a
condensacidn del guinalinato v la fosforribosil pirofosfato hasta la descarboxilacion
ded intermediana conjugado de acido nicotinico mononucleotido, La QPRT aparece
an varias isoformas depandiendo dal tejido en donde se ancuwanire, las enzimas
deleciadas en cerebro, higado y rifidn presentan  diferente movilidad
glectroforética, asi como propiedades moleculares diferentes al reaccionar con
anticuerpos. La anzima pueda ser inhibida por varios compuestos relacionados
con &l quinolinalo (Okuno v Schwarcz, 1985).

En al SNC, la OPRT fue onginalmente |ocalizada en la paris final del nervio
dentro de k& fraccidn sinaptosomal, aumentando la especulacidn de que ésta tenda
una funcidn primaria como  podencial neuromodulador del papel del QUIN presents
en &l espacio exiracelular y la activacion de receplores glutamatérgicos de hipo
NMDA (Foster y col. 1985). Por tal motivo se considera que esta enzima afecta los
niveles del QLIN. Sin embargo, |a actividad de la enzima en &l cerebro es menor
que ofras enzimas de |a via hepélica de |a kinurenina (Stone, 1953),

La farmacologia de las enzimas meiabolizanies de |las kinurennas mo ha

sido estudiada a profundsdad, pero se sabe que muchas de éstas son afectadas
por un gran ndmere de antibiiticos, v agentes psicotropicos, asi como por
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estrogenos (Mostafa y col. 1982). La via de la kinurenina puede ser manipulada
por la nicotinalanina, un andlogo de la L-kinurenina. Originalmente fue reportado
como wn inhibidor potencial de  kinunerinasa vy kinurening Mmdrowalasa [(Decker,
1963) demostrando que es capar de slevar el comenido cerebral de KYMA, &
axpensas de la disminucidn de QUIN (Moroni ¥ cols,, 1931)

En ratones con elevadas conceniracones cersbrales de KYMA |a
nicolinalaning muestra un efecio proteclon, suprimiendo las convulsiones inducidas
por pentilentetrazoles o eleciroshock, aungque se requeeren conceniraciones
relativamente altas (Connick y col., 1992), constituyendo asi, una altemativa, en &l
desarrolko de andlogos de esta via para emplearios en os casos donde sa obtiens
wna alta concentracidn de quinolinato, como ocume en algunas infecciones virales.

Kinureninas en ¢l cersbro

Los prmeros eshudios acerca de la beodquimica de las kinureninas se
situaban en lejico perférico. Aungue k8 actividad de la TDO fue reportada en
cerebro (Gal y co. | 1988), fue hasta 1977 que aparecit el primer reporte definitivo
sobre la presencia de algunos producios de esta via en el SNC (Joseph y col.
1978)

Aproximadaments & 40 % de la L-kKinurenina debectada en el cersbmo as
sinlelizada en esie igjido. 3e ha demostrado |a presencia de ka L-kinurenina en
fejido da cerebro humano post morem, y aungue no hay diferencias bien
repartacas entre sujelos sanos y enfermos de esquizofrenia, @ interpretacidn es
complicada por un rapido incremento en al cerebro de las concentraciones de L-
kinurenina después de la muerte (Stone, 19935

El primer reporte de ta presencia del OUIN én & cerebro (Lombardi v
col ,1983; Wolfensberger y col 1984) fue después del desarmollo de una técnica de
aspectrofolomelria de masas qua es suslancialmenta sensible a los incrementos
de QUIN con respecto a obros mélodos, dando rendimientos de QUIN por debagn
de 12 pmolimg o 2.1 nmolig de tefido de cerebro de ratalLombardi y col., 1883}
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Estos valores comespondarian a8 una conceniracion aproximada de 2pM en todo el
cerebro, aungue fus reportado un grado de heteroganeidad o largo de diferentes
regiones del cerebro, existiendo niveles superiores en neocorieza (2.1 nmollg) &
inferiores en el estriado (0.6 nmollg). Se demostrd gue o QUIN también esta
presente en cerebros normales humamos posl mortem, presentando niveles
notablemenie similares a los de |la rata y otras aspecies [Waolfensberger y col
1984}

La admanistracidn ded friptofano puede aumentar los niveles de QUIN y 5HT
&n cerebro de rata. Esio se observd de igual manera a parir de olros resullados
an los cuales se midieron las concentracones extracelulares de QUIN en el
cuerpo estriado por & mdodo de microdialiss (During v col., 1989}

En pacientes con deficiencia nufricional de fripiofano se observaron
sintomas de aleraciones en & SNC, tales como alucinaciones, signos de
confusidn y demencia; estos signos pueden estar relacionados al incremento de la
activacitn de los recepiores para NMDA por elevacion en los niveles del QUIN
{atone, 1983)

En un estudio con ratas de 3 dias a 30 meses de edad, se ocbservd un
increments &n los niveles del QUIN dependiente de la edad (Moroni v col., 1984),
Como una extensibn de estos estudics, se analizaron los contenidos de QUIN en
muesiras de cersbros de pacientes con demencia senil tipo Alzheimer (Moroni y
col., 1986).

Farmacologia de las Kinureninas
La farmacologia de las kinureminas, incluyendo el GUIN, esta intimamemise

relacionada con los AAE. Endre los ransmisores enddgenos considerados AAE
estdn L-gluiamato, L-asparato, homocisieina, y dcido cistemsulfdnico, son los
prinCipales candidatos y que aparecen aciualments como candidaios en varos
subtipos de receplones neuronakes (Watking v Evans, 1981; Stone y Burton, 1588;
Collingridge v Lesier, 1989). Dentro de &sios tamblén se incluyen agonistas cuyos
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matariales primaros son de ofigen exdgeno, como son, NMDA, dcdo kainico,
AMPA, acido-2-amino-4-losfobutandeco, y AGDP.

Por obro lado, los recepiones NMDA esian involucrados en la daterminacian
de la wabilidad de la célula, I8 sobreactivacidn de eslos receplores resulta en una
sarie de eventos citobixicos; estos pueden ser importantes para le explicacién de
la muerta de algunos grupos neuronales, como ocwre en la enfermedad de
Alzheimer, desdwdenes neurodegenerativos como |a EH, y la esclerozis amentrofica
lateral, y algunos de los amplios dafos resultados del infarto cerebral. En casos
recientes, la hiptaa o isquiemia s atibuye 8 un resultads &n un flup axcesivo da
glulamalo, aspartato y posiblemenie ofros AAE endbgenos, resultando en la
activacion de receplores para NMDA, y causando exicilotoxicidad.

El primer reporte de la aclividad excitatoria del QUIN fue el resultado de
experimentos en la corteza cerebral de ratas anesiesiadas, en cada una fue
demastrado no solo gue el QUIN pusde excitar neurcnas, con Ung apanens
potencia similar al NMDA, pero algunas de esta escitaciones pueden ser
prevenidas por antagonistas selectivos de receplores a NMDA, como el dcido-2-
amino-5-fosfopertancico  (2APS)  (Perkina, 1581). Mediante estudios de
microfonicforesis se observd que el QUIN &3 aproxamadamente un 25% fan activo
como &l glutamato ¥ el aspariato (Stone y Perking, 1981}

La propuesia inicial de qua & GUIN es un ligando para los receplores fue
puesta en duda cuando se descubrid mediante estudios exracelulares que
newronas de dilerenies paries del sistema nervicso preseniaron una sensibildad
diferente 8 MMDA y QUIN. La axplicacion propuasta para estos resultados es qua
pusden existir dos poblaciones de receplores en o SMC: el sitio NMDA-1,
localizado en la espina dorsal y cerebelo y activado por NMDA; y el sitio NMDA-2
que s& encusntfa en neocoreza, hpocampo y esinado y es activado por QUIN
(Perkins vy Stone, 1963)
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La selectvidad del QUIN por receptores NMDA es apoyada por estudios de
umion, en los gue sa ocbservd que al parecer el cerebelo tiene una forma de
receptor para NMDA farmacoldgicamente distinta de & coffeza & hMpocampo,
habisndo sensibilidad al QUIN. La unédn de dizolcipine a8 la membrana del
hipccampo s mas facimente desplazada por antagonistas competitivos NMDA
gue en cerebelo, Adicionalmente se& ha observado que el COUIN es
significativamanta mas aclivo para desplarar 13 unidn de glutemsato de cersbro
externc que de cerebelo [Yoneda v Opita, 1991),

El QUIN vy &l NMDA son capaces de incremsantar los niveles de calcio
intracedular (Tsuzuki y col. 1989, Lu v col 1991), ésto probablaments por una
despolanzacion periddica con aparente auments en |a resistencia de la membrana
resuliando an una aclivacion da canales de calcio dependientes de voltaje, El usa
de bloqueadores de canales de caicio, nifedipina, o cobaltolPeet, 1986) previarnan
&l dafio en cultivas neuronales sometidos a8 QUIM y ofras excitoioxings,

Neuwrctoxicidad de las kinureninas

58 han realizado varias revisiones scbre jos A A y su newoboxicidad
(Schwarez y col., 1984, El-Defrawy y col., 1986). Es alrededor de 1380 cuando sa
comienza 8 elucikdar la relacion entre el dcido kainico y NMDA  como posibles
agentes que pueden producir una combinacin e neurcexcitacidn con
neurcdegeneracidn, una combinaciin gue reflea como excitotoxicidad. La
imciacion de la nurcdegenaracion, an muchos casas, es |a acumulacion de calcio
infracelular, con la activecidn de proleasas y fosfolipasas v la ineciacidn de
fendmenos que implican la generacion de radicales libres y la peroxidacion de
lipidos; los evenlos antes citados pueden ser responsables de muerte celular
(Farber, 1981, Garthwaite y Garthwaite, 1988, Siesio y Wieloch, 1985, Verity, 1992,
Stone, 1953 en Stone, 1993).

Con la admimsiracion direcia del QUIN en ol cuerpo estriado, se produce
una besion que no afecta al axdn, oon wna marcada hinchazon de dendritas,
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vacuolizacidn y pérdida de estructuras celulares en sitios post sindplicos, pero
genaralmenta con una buana consanvacidn de axones y tarminales presinaplicas
[Setwarcz v col 1983, McGeer v Singh, 1984). Cabe sefialar que las dreas del
cerebro mas sensibles a esta neurotoxcicidad son el hipocampo, ¥ estriado

El papel del QUIN v del KYNA aln no es claro, pero en algunas patologias
s ha observado wng acumulacidn de OLAN en el cerebro, por ko que se k& ha
irvalucrada an cormulsiones (Lapin, 1981), EH (Beal y cols., 1585, Kim y Choi,
1987, Schwarcz y cols | 1988, Beal y cols,, 1990), encefalopatia hepética | Morord
y cols., 1986) y al desordan neuroldgico que se presants en la enfermedad ded
wirus de la inmunodeficiencia humana (ViH-1 y VIH) (Heyes y col, 1385 ).

El QUIN coma una herramienta experimental

La demosiracidn de gue ¢ OUIN puede producir degeneracion en e
estriado fue acompafiada por 8 especulacidn gue este agente pudiera esisr
relacionado como un factor etioldgico hipotético en investigaciones concemientes
8 la EH' La acumulacion cronica de QUIN en el SNC puede resultar en un
incremento de la muerte neuronal, principalmente de la significativa disminucién
neuronal cbservada en ta EH de esiriadd y nedcortezalSchawarz y col. 1984,
Stons v col 1987). Esta hipdtesis fus basada en la comparacion cruda de |a
motilicdad y cambios de condwcta en animales lesionados con QUIN y pacientes
can EH (Mason y Fibiger, 1979, Samberg v ool 1983). Ademas &n [a EH se ha
ancontrado qua la actividad de la 3-hidrocdantranilato oxidesa, enzima [imitante del
3-HK, esta sumemads en pacientes con EH (Schwarcz v cols. | 1098) por o gl
s0 sugiers una parficipacion dal QUIN en esta enfermedad, por otro lado
experimenios realizados en el modelo de 8 EH inducido por QUIN suguieren la
participacion de esta loxina como un activador del gen de la huntingting (Tatler y
cols , 1995, Carlock y cols., 1995)

La hipdiesis llego a ser mas sera, sosienidéndose como wna axplicacitn da
EH cuando Beal y col. (1985) observaron que (@ inyectidn infrassinatal de QLUIN,
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producen caracteristicas tipicas de EH en estnado reproduciendo axactamants al
parfil visio en la enfermedad (Beal y col. 1988) Aunque diversos estudios
cerebrales muesiran una localizacion del QUIN en las neuronas, ofiros han
puntualizado una kocalizacion extra neurcnal de este ackdo dicarboxilico, Estudios
inmunociloquimicos que involucran la mstoquimica de las enomas formadoras del
QUIN, demostraron que |la 3-HAD y la OPRT estdn localizadas en las células
glialas, asi como también un esiudio basado an la estmulacion inmuna reveld un
aumento an (o8 niveles de QUIN en ol cerebro,

Los procesos thiocos por los cualas &l QUIN sjerce sus efectos an &l SN,
alterando boquimica y morfoldgicaments & funcioramiento celular, son dversos @
incluyen:

1) Activacion de receplores presindpticos
2} Factores ranscripsionales

3) Rompimiento citoesquebético

4) Peroxidacion de Lipidos

5) Contribucidn de oras Kinureninas

El primar modalo de toacidad para explicar los efecios nocivos del OUIN an
el cerebro representa de manera muy elemental la participacsin de esle agonista
da los receptores de tipo MMDA & nivel de las sinapsis glutamatérgicas [Schwartz
y ool 1984} A partr de dicho modalo, el concapio de neurcioxicidad referante a
la allerecitn de los proceso convencionales de ransmisidn sindptica por la sobre-
activacidn de los receplores imvolucrados tomd gran importancia. Segan este
models, e QUIN pueds actusr de dos formas: [a primers es activando kos
receploves presindplicos especificos para NMDA o para of mismo OUIN,
induciendo asi la liberacidn por excilacidn, de wn posible neuratransmisor
endogeno, el cual a su waz, puede wnirse a8 un receplor posisnapico
ghutamalérgico de ipo NMDA, o bien, activando receptores glutamatérgicos de tipo
NMDOA directamenia sobre |a estructura postsinaptica con |8 consecuande cascads
di evanlos idnicos y metabdlicos gue dicha activacion implica



Parece claro que los neurotransmisores liberados desde la estructura
presindptica por la activacion de receptores presinapticos tipo NMDA, podrian ser
el glutamato, el aspartato u otro agente excitador desconocido (Fig. 8) (Schwarcz y
col., 1984). Es sabido que el resultado final de la presencia prolongada de agentes
excitadores en el espacio sinaptico es la excesiva activacion de las neuronas, las
cuales son excitadas hasta la muerte. Los mecanismos idnicos de dichos procesos -
apuntan a los canales permeables a sodio y calcio asociados a los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA y juegan un papel determinante en la serie de eventos

que llevaran a la muerte celular (Bruyn y Stoof, 1990) .

KYNA
QU \?
N?
GLU?
CELULAR AR presinapiica
-APH

Fig 8 MODELO DE NEUROTOXICIDAD DEL QUIN PROPUESTO POR SCHWARCZ YCOLS., El
écido quinolinico podria estar actuando sobre los rooep!orm postsinépticos para NMDA o bien, sobre
receptores presindpticos especificos. (Models for 2 ive disorders, Life St , vol. 35, No. 1
19-32,1984)

Esta reportado que la PL in vitro estd aumentada después de la
administracion intraestriatal de concentraciones micromolares de QUIN, lo que
apoya la hipétesis que establece la relacion entre eventos excitétoxicos y los
procesos oxidativos causados por el QUIN (Santamaria y Rios 1993). Dichos
autores postularon que al administrar QUIN en el cuerpo estriado de la rata se
produce un dafo neuronal a través de los siguientes procesos:

1. El QUIN provoca una sobreactivacion de los receptores a NMDA, que a su
vez produce una apertura selectiva de canales de Ca’.
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2 Hay un aumento de las concentraciones inracelulares de Ca™ en las
meuronas que tiensn receptores a NMDA

3 Se produce una sobreproduccitn de radecales libres a través de procesos
dependienies de Ca’™*

4. Ocurre una destruccidn calular medianie ta accion de radicales libres, via
Peroxidacion de Lipidos (PL) entre otros procesos

RADICALES LIBRES Y SU IMPLICACION EN ENFERMEDADES
NEURODEGEMNERATIVAS
Radicales Libres
Los radicales fibres son generalmenie molbculas muy reaclivas, que
conbenan un alactrdn desapareado. Ellos son producidos canfinruamanta an las

células como producio del metabolisma, o por ejemplo, en ka fosforlackbn oxidativa
v en la respiratonio mitocondrial (Zwar, 109549),

La molécula del oxigeno es un birradical pues tiene dos elecirones
dasapareados, cada wno localizado an un orbital diferanta y con su giro (Spind en
la misma direccian { T T). Este amegio molecular determina una mencr habilidad
del oxigemo para acepiar un par de electrones de oira molécula cuyos elecirones
periféricos se encueniran rolando con un spin antiparalelo { T L )y éslo restringe
las posibilidades de reduccibn del Op, las cuales Benden a Bevarse a cabo
mediante la aceptacion de elecirones de uno en uno, lo que reterda |as reacciones
con especies no radicales (Zentella, 1994)

La toocdad del oxigeno posiblemente es el resuliado de la produccion
exagarada de especies muy reactivas como son los radicales supertxido [0y ™),
los singuletes del oxigenc, los radicales hidroxilo (OH *) y perduido de hidrogeno
{H:Og) (Tormens y col 1982) asi como ol supercxado (02) (ver tabla 4) (Fridovich,
16883). El radical hidroxibo es formado en ks resccsdn de Fenton



Por otro lado, es muy importante mencionar que en el proceso de la
fosforilacion oxidativa realizado durante el metabolismo celular que conduce a la
formacién de agua, se forman radicales libres mismos que son transformados
gracias a la accion del sistema enzimatico mitocondrial de la citocromo oxidasa, en
colaboraciéon con las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa, catalasa y
peroxidasa (Zentella, 1994).

TABLA 4

DISTRIBUCION ELECTRONICA EN EL ORBITAL PERIFERICO
DE LAS DIFERENTES FORMAS DEL OXIGENO

Estado Electrones Reactividad
periféricos

Oxigeno molecular " . Baja

Singulete de oxigeno delta ¢ T Alta

Radical Sdper oxido ¢ T ¢ Baja

Singulete de oxigeno sigma T l Muy baja

lon peréxido ¢ T ¢ T Baja

Establecer la implicaciéon de los radicales libres en la patogénesis de una
enfermedad es extremadamente dificil debido al corto tiempo de estas especies
(Uchida, 2000). Ademas en muchas enfermedades no es aun claro si los radicales
libres son la causa del dafio o estan formados como resultado de la enfermedad
(Uchida, 2000). Los radicales libres reactivos, formados dentro de la célula pueden
oxidar biomoléculas y ésto puede conducir a dafio de tejido y muerte celular
(Zwar1999).

Reaccién de Fenton
La fision homolitica del enlace O-O* H20 produce 2 radicales hidroxilo

(OH®). La homolisis puede realizarse por calor o por radiaciéon ionizante. Una
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mezcla da HzD; v una sal de Fearmo (II) puede formar también un radscal OH,
coma fus obsarvado por Fanton en |a reaccidn que lleva su nombra [1849):

HaOs + Fay'— g Fas™ + OH' + OH-

De esta manera e fierro localizado en el SNC pasa de un eslado de
oxidacon a uno de reduccidn formando wn radical libre y una molécula hidroxlo
(Zentalla y cols |, 1984) Como ya se menciond, el fisrro puede es un agenis
potencial de produccidn de radicales libres. De esta forma, una simple mezcla de
una gal de fierro ¥ Hy0; puede provocar una cascads de reacciones de radicales

Por su parte las sales de cobre (1) pueden reacckonar con Hely para formar
radicales OH con una incidencia mayor que las sales de fiermo

H0; + Cu"—" Cuy” + OH" + OH-

En & caso del fierro y &l cobre, se encuantran normakmente an la deta; sin
embargo, &l fiermo es almacenado en profeinas como la fermting y la hemoglobina
para su fransporte en la sangre v la femitine parece esiar implicada en el
fendmeno de reduccidn del fiemro

En pacientes que murieron por Alzheimer se detectaron grandes depositos
de Fe™, lo cual hace pensar en un dafio oxidativo con la generacion de radicales
libras que pusden actuar en células nigrales para un proceso de excittlocicidad.

Peroxidacidn por radicales libres

Las reacciones de degradacidn peroxidabiva conducen a la formacion de
imermediarios aldehidicos reactivos imestables que forman fScilmenie aducciones
covalentes infra & intermolecular con vanas molécutas tales como proteinas y
fosfalipidos {wer Fig 9) (Uchida, 2000)
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Lipidos

l [0]

Aldehidos reactivos

Proteinas “0]

Carbohidratos Amino acidos

Fig 9 Vias potenciales de formacién de aldehidos
reactivos, involucradas con el estrés oxidativo

La peroxidaciéon de lipidos (ver Fig. 10) procede de un mecanismo de
reaccién en cadena de radicales libres y produce hidroperoxidos de lipidos como
productos de reaccién principal. Subsecuentemente, la descomposicion de
hidroperoxidos de lipidos genera un nimero de productos imprevistos que muestra
una amplia variedad de acciones dafiinas.

Comparando los radicales libres con los aldehidos, derivados de la PL,
estos Ultimos son estables y pueden difundirse dentro o aun escapar desde la
célula y atacar blancos lejos del sitio del evento original. Ademas, ellos no estan
solo como productos finales, remanentes de peroxidacién de lipidos, si no también
en procesos de glicacién de la peroxidacion lipidica o pueden actuar como
“mensajeros citotdxicos secundarios” para las reacciones primarias.

El SNC es especialmente susceptible a la PL debido a:

1) El alto contenido de acidos grasoso poli-insaturados dentro de las
membranas de las células nerviosas _

2) La baja actividad de la catalasa y las concentraciones moderadas de super-
oxido dismutasas y glutation peroxidasas en el cerebro -

3) EIl alto contenido de fierro en algunas regiones cerebrales,

preferencialmente en ganglios basales (Santamaria, 1995).
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Abstraccion de un H- de +3C-0n- 0,
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adyacente
- e — c
T
Lipo peroxidacion

Fig 10 MECANISMOS DE PEROXIDACION DE LIPIDOS (Gutterdge, JMC y Halliwell Barry,
TIBS, 129-135 1990)

Fuentes de aldehidos reactivos

Los acidos grasos polinsaturados en ésteres de colesterol, fosfolipidos y
triglicéridos estan sujetos a la oxidacién de radicales libres y pueden participar en
reacciones en cadena para amplificar el dafo a biomoléculas (Uchida, 2000).

Un rasgo clave de la peroxidacion lipidica es la descomposicion de los

acidos grasos polinsaturados para producir un amplio arreglo de pequefios



fragmenios, de tres a nueve carbonos de longitud, incluyendo aldehidos tales
como 2-alquenales v 4-hidrow-2-alquenales [Uchida, 2000

Enlre los 2-alguenales, acroseina, contaminante ubicuo en e ambiente, es
con mucha el més fuerte alectrdfilo (Uchida 2000). La acrodaina reacciona con ung
variedad de sitios nucleofiicos en la proteina y &l DNA, conduciendo a
abemaciones cromosomales, imMercambios de cromatidas hermanas, mutaciones
purtueales y reduccion de la eficiencia formadora de colomeas en culfivos
bacteriancs (Uchida, 2000).

Les 4-hidroxi-Z-alquenales representan la més prominente sustancia
generada durante la peroxidaciin lipidica Enire ellos 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)
5 conocido como el principal aldehido formado durante la peroxidacion lipidica de
los écidos grascs polinsaturados omega & (o6 tal como el dcido linoléico v el
&cxdo araquidénico (Uchida, 2000)

La percxedacidn de los Acidos grasos polinsaturados omega 3 (md) genera
un compuesto relacionado cercanamente, 4-hidrosi-2-hexenal, el cual es un
medisdor potencial de transmisson de parmeabilidad mitocondrial (Uchida, 2000).

Citro importanie aldehido reactivo originado de peroxidacion lipidica son los
cetoakdehidos, incluyendo malonaldehido (MDA) y glicoxal (Uchida, 2000).

Receptores NMDA y Radicales Libres

La entrads def cakcio al cioplasma, producida por e sobreaclivaciin de
recéplores de tipo NMDA, asi como la activacion de la prolein-cinasa C, tienan
efecios sinérgicos en la liberacion de super duido de las células endoteliales (Rios
y Santamaria 1981, Lancelot v cals , 1895) Duranie la Isguamia, hay incremeanio
congsiderable de calcio infracelular que activa fosfolipasas v liberacidn de dcidos
grascs libres como el écido araquiddnico, el cual es metabolizado medianta |a
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liposigenasa y la ciclo-owigenasa, con la consecuante producciin de radicales
libres y prosiantides vasoconsiniciores (Tomado de Santamaria, 1995)

Adicionaiments, el calcio puede aclivar la proteasa calpaina, la cual
modifica wna cadena peptidica de la xantina deshidrogenasa y la comaerte en
xanling oxidasa en kos vasos sanguinecs cerebrales del endolelio, Un incremento
an la activedad de la xanting oxidasa puads contribuir a la generacitn da radicales
libres, como resullado del incremento en el metabolismo de la via de la xantina al
acido rico [ Tomado da Samamaria, 1995).

Ademds de la sobre-activaciin de recepioras NMDA, muchas de estas
alteraciones oourren por lipdlists v dafo milocondrial. Asi pues, la relacidn entre
los estados ewcilodomicidad vy produccidn de radicales libres puede ser
bidireccional, Mediante estudios realizados por microdidlisis se enconird que una
astimulacion de receptores 8 NMDA aumenta la produccién basal de OH" en &l
cuerpo estriado de |a rata, demostrando que esta produccitn es mediada por
B5tos recepiones (Lancebot y cols., 1995).

Despuds de los datos revisados podemos concluir que una sobreactivacian
de recepiores glutamatérgicos de tipo NMDA una serie de eventos citobddoos que
son generadores potenciales de radicales libres, con la consecuente peraxidaciin
de lipidos provocada por estos radicales.

Metales de fransicidn en eventos oxidativos

Los elemento traza representan un 1ercer grapo de elementos ulilizados por
los organismos vivos de los que se sabe son asenciales para el hombre algunos
de esios metales son el cobre, cobalio, manganeso, molibdeno, Zinc, salenio vy
yodo.

A pesar de que las conceniraciones de estos elementos en &l organismo

son relalvamente bagas, su importancia ha sido compearada con la de |las
vilamings, ya que desempefian funciones tales como, enzimas con multiples
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funciones en difererdes vias melabdlicas y cofaciores para rescciones
metabolicas, entre olros. Las propiedades de estos metales unidos a diferentes
ligandos, por elemplo metaloenzimas, les permile acluar como acepiores de
elecirones en reacciones bickbgicas de tipo redox
EL COBRE

Es un micro mulriente esancial que se encuentra &n lodos (08 tepdos de
mamiferos donde se encuenira principalmenie unido 8 proleinas o a ofras
moléculas organicas. Se presenta en diversas formas mono, divalente, catidnica
soluble en agua y sales simples ¥ en el organismo humano solo hay unes 80 mg
de cobre (Hicks, 2000) La deta del humano en kos estados del osste de los
Estados Unidos tiene sproximadamente 0.6-1.6 mg Culd, aunque al aporte diario
recomendado &5 de 1.5-3.0 mg par adullo v las fuentes principales detébicas
animales y vegetales son el higado, rifion, aves, pescados, Mariscos, NUECES,
semillas, desecados de legumbres y cereales integrales (Linder, 1991a).

Absorcidn

La eficiencia de la absorcson del metal es alta. En mamiferas, ka absorcidn
del cobre probablemente ocume en ntestino delgado (después de |a digestidn de
la comida), en estdmago y ducdeno (Linder y Hazegh-Azam, 1998). El balance
del cobre estd controlado por el aporte alimenticio y por las variaciones de
elirninacion de las heces (Linder y Hazegh-Azam, 1998). La transferencia a través
de la mucosa inestinal ocurre probablemente por difusidn no dependiente de
energia (Linder, 1991b) Los sitios de absorcion parecen estar esociados
probablemente entre o cobre v los metales de transicién Zn (), compitiendo
ambos por los sitios de unién a los ligandos; &l Fe (NI inhibe la fransferencia del
cobre de la dieta a la sangre (Linder, 1991a). Actualmente [a absorcidn para ralas
astd debajo de 30-50% / 24 hrs (Linder, 1996),

Transporte y distribucidn.
En la primera fase, en la entrada al fluido intersticial y al plasma sanguineo,

desde las células intestinales, el cobre comienza inicialmente el transporte en dos
proteinas: la albdminag v |3 transcupreina, en la vena porta y en la circulacion en
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general. La ceruloplasmina (Cp) no  participa en el intercambio del cobre
plasmatico y no liga o incorpora al metal cuando esta en exposicién a iones Cu. Es
durante la sintesis de esta proteina, por el higado, donde se incorpora el metal (
Tomado de Linder, 1996). La segunda fase del transporte del cobre esta mediada
por la Cp; el mecanismo aun no esta establecido (Tomado de Linder 1996). En la

Fig. 11 se muestra la distribucién del cobre en el organismo

Cobre total » ESQUELETO
en el cuerpo Fe-Transferrina l‘ (inc. Medula)
110mg = . — - Transferrina =
Fe © , CEREBRO
' 7mg
T
ODA LA 2 Tra rie de cobre / Dopamina-3-
SANGRE  ___. s IS~ i
5% 7 \\ hidroxilasa, etc
- ——— %
e
P .\‘ MUSCULO
// vo26MG
Jp— , "0 v (24%)
- Fe Fe 4 : . Citrocromo
TEJDOS P i Amino acidos ¢ ¢ oxidasa
ENEL ' Azucares W Superoxido
CUERPO ' 1 dismutasa
p o Metalotioneinas .
! ) ) © WTEJIDO
1 trocromoaxidasa 1\ conecTivo
. \ » '\ Lisina oxidasa
II G Superoxidodismutasa .
] £ OTROS
I " .- TEJDOS
. v Citrocromo
i y ﬁ'“;imﬁ . oxidasa, etc
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[, SS— + LMW Cu (10%) <
ek ) AIJL!nina- Cu Sy
secresion biliar T A0-60
7 T T es R 2 =L ]_29
Estom: /- - W//' -5 Mucosa Intestinal /
PR agf f A R My R L
T, ~
= = T ) Agunos otros 10ug? +
Cobre de Ia dieta . (4080 %) N ’ ug
0.6 - 1.6 mg, = _-5:_-:5 iones metalicos
Saliva, jugos gﬂsmccs_—.’"_"- (=) e Eca i
y otras secreciones b / Exceso —
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Fig 11 Se muestra la bioquimica del y el metabolismo del Cobre en el Humano Adulto. Los valores de
Cobre indican la ingesta diaria durante un mes, la absorcion, secrecion y su localizacion en varios fluidos.
Copper biochemistry and molecular biology. (Linder y Hazegh-Azam. Am. J Ciin. Nutr. vol. 63.797S-
8115, 1996)
Funcién Bioquimica del cobre.
El cobre actia en la absorcidn y utilizacion del hierro, transporte de

electrones, metabolismo de las purinas y desarrollo del sistema nervioso.
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La deficiencia del cobfé S& cbsarva con poca frecuancia an al hombds,
puede manifestarse en enfermedades como anemia asociads a la deficiente unidn
de Fe al grupo hemo (Davis, 1987), desmielinizacion (Linder, 1986) y
degeneracidn del SN (Harmann, 1992), alawia (Harmann, 1992), defectos en la
pigmentacitn (acromotnguia),  estruchura del pelo (Hicks, 2000) v lesiones

cardsovascularas,

Dos enfermedades genelicas esian agsociadas al ransporte del cobre, Lina
da astas (Sindrome de Mekes) resulta en deficiencia del cobre an rifion, la obra
(Enfermedad de Wilson) en una sobreacumulacidn ded cobre y toxicosis. Los
genes para estas enfermedades han sido clonados en modelos animales, en raton
para Menkes v rata para Wilson.

La Enfermedad de Wilscn (Identificada por SA Kinnier Wilson en 1912) es
caracienzada por una baja concentracidn de ceruloplasmina en sangre y un
maracado incremento de cobre en higado vy cerebro, esla enfermedad es causada
por la mutacion o dedeccion del gen para la ATPasa tipo—P de 1411 a.a. la cual =
sabé asta asociada al transpore de cationes atravez de la méembrana bacteriana,
en el higado, este defecio genetico no permite gue el cobre pancipe en la sintesis
e la ceruloplasmina, impidiendo |a formacion del principal transportador de cobre
extracelular, algunos de los sinlomas observados por Wilson furon cifmosis
hepatica, dafo a lo largo del carebral con deposios de cobra en la cormnea ocwular,
en &l genolipo Asidtico de esta enfermedad se han observado ademas
hiparpigmentacion del pie, problemas esquelsticos, amenormheay peguedios
epsodios apiléphoos (Linder, 1997a),

Por oira parie el Sindrome de Menkes es una enfermedad ligada al
cromosoma X de carécier recesivo caracterizad por una severa deficiencia de Cu,
aungue hay acumulscion en algunas céluas (fibriblastics, rifion v placanta) al
defecto prmano &5 an la pnmera fase de transporte dal Cu,

di



La mayor canidad del cobre en &l orgenismo se encuenira unido a
prolelnas (enzimas) las cuales tenan diferentes funciones:

Citocromo ¢ oxidasa (EC 1.8.3.1) es la enzima terminal de la cadena de
tranaporte de elacirones mitocondrial y s un sitio donds sa wiliza ol 02. Cataliza
la reduwccion del 02 a H20 madianta la siguiente reaccidn.

0+ dH+ 4 & — 2H:O

De donde los protones ¥ o8 elecirones provienan del NADH v EL FADH;
producidos mediants el ciclo de Krebs, pasando por una serie de reaccionas de
ooido-raduccion hasta transferrse al oxigeno molecular. El proceso de esta dxido-
reducciones se produce en el espacio intermemibranal de la mitocondria con una
caida de potencial suficienta para producir 3 moléculas de ATP por cada una de
MNADH y 2 de ATP por cada una de FADH;. La deficiencia de cobre no produce
umd reduccidn de la actividad de la cilocromo o modasa o de la respiracidn
mitocondrial (Lindar, 19891a).

S0D (EC1.15.1.1.) La S0D o superdxido dismulasa es una anzima cobre-zinc
depandiente, s encuenira distribuida en &l citoplasma de las células ewcaridicas
La S0D cataliza la dismutacidn de 2 0;" a Oy v Hx0, como se muesira en la
siguients reaccion.

E'Dz'*'EH'—"" H:D:+ﬂa

En transfecciones expermmentales lipo Knockout se comprobd gue la Gu-Zn-
500D as una enzima crifica en &l mecanismo de defensa anticuedanta,

Metalotioneinas. Son péptidos pequefios que contienen cistena y Son
axpresadas por la mayoria de chlulas responsables e la carga de los metales de



transicidn, especialmente Zn{ll), Cd(ll), y Cu(ll), pero no de Fe{ll). Estan
implicadas en mecanismos de deloxficacidn (Linder, 1956),

Ceruloplasmina (EC 1.18.3.1.) Estd enire las enzimas involucradas an |a fase
aguda de la reaccidn de inflamacion ¥ en [a detoxificacidn de los radcales, como
profeccion de @ célula a dafo oxidatvo Su funcidn es de iransporte
independiente del cobre desde el higado hasia otras células. Cira funcion es la de
auxiliar en la wnidn del Kn 2 la fransferring, dsia es la proteina que transporia al
Cu ean el plasma sanguineo (Miwa y cols, 18983, Friedenm, 1981) La
candoplasmina tiena una actividad ferraxidasa y participa en la oxidacian del Fe(ll)
a Fe{lll), un paso importanie en ka detoxficacién de la reaccidn de Fenton para la
produccién de radicales libres [Hicks, 2000). Normalmente los pacientes con
anfermadad de Wilson presentan niveles bagos en la conceniracion da esia enzima
(Hicks, 2000} La ceruloplasmina sintelizada v excretada por el higado es un
reguitador de |a inflamaciin aguda por hormonas (Interdeucinas IL-1, IL-6 y factor
de necrosis tumoral (Linder, 1991a)la ceruloplasmina también puede ser
sinfelizada en el cerebro; se ha encontrado un aumento en las conceniraciones de
esia enzima en enfermedades como Alzhemmer en Hipocampo y corteza frontal
(Hicks, 2000).

Lisina oxidasa (Lisina-6-oxidasa EC 1.4.3.13) Esta s ofra enzima exiracelular
depandiente de cobre y s critica en la farmacidn y funcidn e tejido conectivo an
icdo el cuarpo. Su funcion  es catalizar el enlace-cruzado de una nueva hebra de

colagano y fibras de iropoelasting a través de |a desaminacsbn oxidativa de |a
lisina. Los sintomas de una severa deficiencia de cobre incluyen la carencia de
colégeno, mutarrotacion y deficiencias en el envolvimiento de la sangre del vaso
por kas fibras de elasting, pudiendo resultar &sto en wun aneuriama (Linder, 1965,
Hicks, 2000},

Tirosinasa (monofenol monoxigenasa: (EC 1.1418.1.) Es la enzima
responsable de la sinlesis de los pigmentos de melamina para la proleccidn ded
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cabello v los ojos de color &l dafo por 8 exposicion a un exceso de rayos
ultravioleta. La enzima esta asociada con neuronas noradrendgngicas (Linder, 1996)

El cobre y los Receptores NMDA

Es perfectamenta conocida la inleraccidn de metales con canales ibnicos
por ejemplo ia relacién entre iones zinc, mercurio y cobee y los receptores para
GABA, (Ma y Narahashi, 1983), por lo que Weiser y Wienrich (1996) demostraron
que &l Cu™ inhibe receplores a giutamato como p.e. receplores AMPA | Kainato
en cullivos neuronales de rata. Estos investigadores obsarvaron, al comparar |a
accion del Cu™ contra un antagonista de recepiores para AMPA 2 3-dihidro-6-
nitro-7-sulfamaoil-benzoquinoxalina (NBQX) que el jon Cu™ presenta una inhibicidn
de lipo exponencial doble, en comparacion con NBOX gue presenta una inhibicidn
exponencial simpla, por lo que ellos concluyeron que @l cobre posiblemente
interaccionaba con dos siios deniro de estos receplores, ademas de observar
que esta inhibicidn de Cu®™ se pierde cuando se agregan altas concentraciones de
kainato o un antioxidante ditiotreitol (DTT), sin embargo estos mismos estudios
sobre receptores para NMDA, demosiraron la inhibicién de esios por Cu™ no es
dependienie de la oxidacion del metal

Sobre esta misma linea de investigacién Viachovd v cols. (19956) estudiaron
en cultivos meuronales de hipocampo de rafon la inhibicion en la actividad de los
receplores para NMDA mediada por Cu™, concluyendo que el Cu™ nhibe
directamente la activided de receplores para NMDA comporidndoss como un
antagonsia no compatitivo y no interfiene direclaments con o sio de glutamalo o
glicina de astos receptores, sugirtendo que el Cu actia sobre wn sitio vinculado
con @l complejo  receplor para NMDA-canal el cwal esta localzado
extraceiularmente v fusra del lado del campo elécinco oe la membrana. Se sugiers
entonces gue el Cu pueds afenuar los dafos producidos por una sobreactivacion
de receplores para NMDA



CAPITULD N Proceso Metodoldgico

2.1 Justificacién y planteamiento del problema

Se ha utilizado la edministracidn intraestriatal de QUIN, coma un modelo
generador de la Enfermadad de Hundington en rates, peara eciivar receptores de
tipe MMDA provocando entre otros efectos, un aumena de los nivelas de calcio
inracedular, aclivando un proceso de estnés oodalivo con la consecuente
peroodacion de lipidos, disminucion de los niveles da GABA asi como la
disminucidn en la actividad las enzimas con funcidn antioxidante (por ejemplo
cerulopiasming). Por su pare, el cobre estd presenie en un gran namero de
enzmimas con funcidn antioxidante, ademds de presentar un efecto modulador en
receptores lipo NMDA,

Por o anterior s propone evaluar @l efecto del cobre en un tredamienio

aguda, sobre |os parémetros bioquimicos antes sefalados, esperando una
atenuacion de los dafics producides por el QUIN
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2.2. Objetivo general

# Valorar si la edminisiracion sistémica aguda de cobre, pravia a una kasion
intraestriatal de QUIN, puede atenuar algunos de los marcadores de dafos
producidos por el QUIN en el modelo experimental de la EH en ratas.

2.3, Objetives particulares

* Evaluar el elecio de la administracidn sistémice del cobre en la
peroxidacian de lipidos, bajo tres diferentes dosis, pravia a una inyeccion
intrassiriatal de QUIM,

# Caracterizar la dosis de cobre que presente una mejor proteccidn sobre los
lectos en la PL por QUIN, v los efecios en los nivelas da GABA

¥ Evaluar bajo las mismas condiciones experimentales, 8l efecto del cobre en
I actividad de la Cp en LCR v au confribucion el modelo experimental de Ia
EH por QUIN.



2.4, Hipdtesis
= La sdministracsdn sistémica de cobre afenuara el dafio producido por una

imyeccran intraestriatal de QUIN en ratas valorando @ dafo en diferentes
parametros boquimicos



2.5. Variables

# PL producida por la adminstracion infraestriatal de QUIN expresada comao
Unidades de Fluorescencia por miligramao de proteina

¥ Niveles de GABA determsnados por la técnica de HPLC, expresados como
ug de GABA por miligramo de lejido

# Actvidad de |la ceruloplasming de LCR, expresado como porcentaje de
actidad vs condrol
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.6 REACTIVOS ¥ MATERIAL

Todos los reactivos, animales, aparalos y lBchicas empleadas fueron provistos por
el depatamento ce Neuroquimica del Instilufo Naconal de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Sudrez”

2.6.1 Reactivos

SIGMA CHEMICAL Co. (St. LOLAS, MISSOURI, LISA)
Acido Quinolinico (QUIN)

Alpimina de boving

Apomorfing (APO)

Tiocianato de potasio

Sulfato ferroso

Reactivo da Folin y ciocalieu’s fenol
2-mercapto-stano

Arido nitrico

E MERCK DE MEXICO

Acido Sulfirico (H2504)

Hidréxido de Sodio (NaOH)

Bulfato de Cobre {CuS04)

Tartrato de Sodio y Potasio (C4H4KNaOE)
TRIS (CAH11NOE)

J.T. BAKER (MEXICO)

Clarafarma (CHCI3)

Eter atilico

Sulfato ferroso amoniacal (FeNH4{S04)2*12H20)

SMITH KLINE BEECHAM (MEXICO)
Pentobarbital Sadico

i%



ABBOT Laboralorios de Méoco 54 de CV
Solucidn de cloruro de sodio al 0.9 % (551

2.6.2 SOLUCIONES

Para &l QUIN:

Preparacion ded QUIN 240 nmolful (pH 7.4)

Se pesan 04010 g de QUIN y se disolvieron en 10 mL de 5.5.1. El pH 3e ajusté 8
7.4 con NalDH 1M.

Preparacstn del estandar de quinina en Hz5040.05 M;

Se pesaron 10 mg de sulfato de guinina vy sa disolvieron en 100 mL de una
solucidn die Hx304 0.05 M. De esta solucdn se lomaron 100 mL v 5@ aforan a 100
mi con ks misma saluciin de Ha30. 0.05 M. La solucidn resultanie fus de 100 ng
de sulfaio de quinina [ mL.

Para las soluciones da cobra;
Se prepararon 4 soluciones de CuS0y para oblener las concentraciones de 2.5,

50 7.5y 10 mghkg que fueron empleadas para los ratamientos Lp. 30 minulcs
antas da la inyeccidn infraestriatal con QUIN

Para la fase mdyil en la determinacidn de GABA por HPLC,

Solucion A Buffer de acetatos 50 nM (pH 59) conteniendo 1.5 % de
tetrahidrofurano

Solucidn B: Metanol grado HPLC como solvents

Para la determinacidn de proteinas

Cul0y al 1%, se pesa 0.5 g CuBS0y vy se disuslve en aproimadaments 20 mL de
agua desionizada, después se aforan a 50 mL

Solucion de carbonato de sodio en NaDH al 0.1 N



Para la determinacion de PL:
Mezcla cloroformo-metancl 2:1 {wiv)

Para la determinacion de la actividad de la Cp;

Soducion de cloruro de sodio NaCl 015 M
Buffer de Acelalos QaMpHED
Solucion de sulfato Fermoso amoniacal 0.0 M
Solusidn de sulfato Ferrico amoritacsal 001 M

2.8.3. Animalas

Sa emplearon ratas macho de |a cepa Wistar de 250-300 g d= peso. Los amimales
fuvieron libre acceso al almento y al agua, asi como condicicnes controladas de
lemperatura y pressin



2.7. Dizeno de investigacidn
2.7.1. Evaluacidn de la P.L. en el cuerpo estriado

Se tomaron 5 grupos de animales, cada uno con n=6; ei primero fue el
grupo controd, con un fratamients de 550 Lp. Iml f Kg 30 minutos antes de la
lesidn infraestriatal con 1 ul 551 En grupo control, nos mostrard el efecto del
cobra i.p. sobre la P.L. basal producida en el cuerpo estriado, asi como &l efecto
de la lesidn intraesiniatal Los olros cuatro  grupas fueron iratados con las
diferentes dosis de (CuS0, 25 50, 75y 10 mg / Kg ip) y la inyeccidn
intraesiriatal se realizo con 1 pl de 551

Con la finaldad de comprobar si la PL estd aumentads después de la
administracidn imraestriatal con QUIN, 12 ratas fueron prefratadas con 551 (ip)
y sa diidiaron en dos grupos: el primero fue al control microinyectado con 1 pl
5.5 ¥ o segundo con QUIN (240 nmolul) Ademds se incluyeron ofros tres
grupos. (e n = B cada und) que fuefon tratados con Cu a las dosis de 25, 50, 7.5
mg / kg oe peso respeclivamente; despuéds se realizd |a lesion intraestriatal con
QUIN (240 nmaolfpl) Postercrmente, se procedic a realizar la exdraccsdn y
diseccion de el cuerpo estriado derecho 2 horas después de la lesidn estriatal, y
este tejido se homogenizo en 3 mL de 5.5.1. para efectuar la medicidn de la PL; al
mismo liempo se prepard una alicucta de homogenado para medic la
concentracian de proleings. Los resulfados s& reporiaron en U Fimg de profeina.

Control 2 — 240 oL
1 25mgy |———| M0nmalid
z SOmgkg |— | 2a0nmahl
3 TimgFg |— | 240nmod

Tiila & CHUPrS Parn I Eeakcssn O i PL i @ Cuspo exllieds oo Al



El papel del cobre en el SNC puede ser influenciado por el acido ascorbico,
por lo que después de elegir una de las dosis de los tres tratamientos anteriores,
se determiné el efecto del acido ascorbico sobre los niveles de PL en diferentes
grupos. Se tomaran 8 grupos, con n=6 para cada grupo: el primero fue el grupo
control, los tratamientos se describen en la tabla 5 siguiente:

SN

: 8
1 ssl ss|
2 Asc ssl
3 Cu ssl
4 Asc + Cu ssl
5 ssl QUIN
6 Asc QUIN
7 Cu QUIN
8 Asc + Cu QUIN

Cu = CuSO4 5.0mg/kg

Asc = Acido ascorbico 500mg/kg
SSI = Soluci6n Salina Isotonica
QUIN = QUIN 240nmol/uL
Tabla 5 Grupos y tratamientos para evaluar el efecto del acido ascorbico

en la PL de cuerpo estriado.
2.7.2. Cobre y niveles de GABA en el cuerpo estriado.

Se tomarén 4 grupos para observar el efecto de la administraciéon de Cu en
los niveles de GABA después de la administracion i.e. de QUIN.

El primer grupo fue el control con un tratamiento de S.S.l. tanto en la
administracién i.p. como en la i.e.; el segundo fue el control positivo, S.S.I. i.p. ¥
QUIN i.e.; el tercero se utilizd para mostrar el efecto del Cu en los niveles de
GABA, CuSO4 i.p. y SSli.e.; y en el ultimo grupo se evalué el efecto del cobre
(CuS0O4 5.0mg/kg i.p.) después de la administracion i.e. con QUIN.

2.7.3. Cobre y actividad de la Cp. después de la administracién del QUIN.

Con 4 grupos, de n=6 cada uno, se realizarén los mismos tratamientos que
en el experimento anterior para evaluar la actividad de la Cp en liquido
cefalorraquideo (L.C.R.).
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2.8. Métodos
2.B.1. Administracion esterectixica del QUIN
El OUIN (240 nmolul} se administid de manera |ocal en &l cusrnpo esirads
derecho de las ratas, bajo condicionas de anestesia con perfobarbital sodico (40
mg { Kg, i.p.}, usando |as sigusenies coordenadas eslerectaxicas: 0.5 mm anterior
a bregma, 26 mm lateral a bragma y 4.5 mm wvantral a dura, de acuerdo con el
aflas de cerebro de rata de Pawnos y Watson (1984), usando un aparato
esterecidxico para animales pequefos. Los animales control fueron manipulados
similarments con la vananie de gue la inyeccion infraestriatal fue realizada con
881

2.8.2. Medicion de la PL

Se siguid la 1écnica descrita por Triggs y Willmore (1984), |a cual se basa
en la delerminacion de producios lipidos de peroxidacion gque generan
flucrescencia, Alicuotas de 1 mL del homogenada, | lepdo mas 3 mi de 5.5.1.), 58
adicionardn con 3 mL de una mezcla de cloroformo-metanal [(2:1, viv). Después de
agitarse durante 15 segundos en un vortex, la mezcla se refrigend por 30 minutos
protegida de la luz, para permitir la separacion de fases. Luego la fase acuosa
(fase supenor) se espind con wna bomba de vacio y 58 desechd. Se fomd um
volumen de B00 ul de la fase orgdnica (clorofdrmica), se deposito en una celda
de cuarzo para flucrescencia, se le agregaron 100 yl de metancl y se agitd
sugvemente duranle 5 segundos

La fluorescencia se delermind wsando un  especirofolomeiro  de
fluorescencia Perkin Edmer L5508, a longitudes de onda (i) de 370 nm de
ociacson y 430 de emisidn. La sensibiiidad del espectrofotdmetro se ajustd a 140
Unidades de Fluorescencia (UF) con la sclucidn estandar de quinina. Loa
rﬂﬁdﬁdmuﬂmﬂﬂmmﬁmid&dﬂﬂdﬂﬂuﬂﬂﬂmﬂdﬂpﬂrmﬂdﬂnﬁhﬁﬂw
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2.8.3. Determinacidn de proteinas por ¢l método de Lowry

Se realizd una curva de calibracidn con albdmina a 0,25, 50, v 100 mg / mL.
Se diluyeron las muestras de lepdo estriatal 1:20 para tomar una alicucta de 0.4
mL del homogenizads y se le agregaron 2 mL de la mezcla que conbens 43 miL
de carbonalo de sodio disuelto en hidréxido de sodio 0.1 N mas 0.5 ml de sulfalo
de cobwa al 1% (Lowry ¥ cols,, 1951)

Se esperaron 10 minuics después de realizar una agitacidn v se les agregh
a cada ubo 200 mL del reactivo de folin y Cicalteu’s fenod, se dejaron reposar los
tubos & temperatura ambsente durarte 30 minutos, al Wemno e 105 cuales se
evalud la absorbancia de las muesiras en un espectrofolometro Bekman DU-ES0 a
una & de 550 nm. Los valores de absorbancia s& comgen por medio de los dalos
de regresidén de la curva de albdmina para oblener la concentracion de proteina.

2.8.4. Diseccion del cuerpo estriado

Después de 2.5 horas de |a inyeccidn ip, de cobre (2 hr. después de la
leskhn miraestriatal), los animales sa decapitarcn, se corieron bos huesos
craneales para separar la masa encefalica y se obluvieron por medic de una
disecciin precisa, el cuerpo estriado del hemisfeno derecho (lado lesionadao). Este
procedemiento se realizd en no mas de 5 minutos y el tejido disecado se maniuvo
en un tubo de ensayo sobre hislo v prolegido de la luz.

2.8.5. Extraccidon del L.C.R.

Después de 2 5 horas de la inyeccidn i p. de cobre (2 hr después de la
lesidn infraesiriatal), ¥y con efecto del penicbarbital se manftuvo al animal
anesiesiado ¥ en el aparato eslerectxico, para realizar un core en la pare
[dorgoventral) del cuello del animal y efeciuar una puncion al nivel de la sagunda
varebra cervical. La puncién se realiiza antre las verebras cerncales Gy y Gaen
los espacios intracervicales y si la puncidn es comecia, e liquido cefalormaquideo
empezara & drenar.
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2.8.8. Determinacion de la actividad de Cp,

Fundamenio: Fell) s transformado @ Fe{lll) en presencia de Cp. La
reaccidn es detenida por la precipitecion de proteines con &cido perclonco. El
Fe(lll} es revelado con el reactivo de tiocanalo y este complejo se puede medir a
un maximo de absorbancia de 880 nm

Se tomaron 20 bl de L.C.R., ¥ 32 le adicionaron 2 mi de buffer de acetatos
(0.3 M pH £.0) en un lwbo de ensayo ¥ S8 incuba durante 5 minuios a 30 °C; se e
agregd 1 ml de la solucion de sulfato de amonio ferroso 0.01 M, la muesira fue
incubada durante 5 minutos mas a 30 "G v la reaccidn se detiens con la adicidn de
2 mL de dcido percldrico 1.25 M. Después las muestras se centrifugaron en una
centrifuga Bekcman a 10000 g por 3 minutos, v e sobrenadante se analizd con wun
espactrofoldmetro PERKIN ELMER LAMBDA 20 UNMAIS 450 nm.

2.8.7. Medicion de GABA por HPLG

Siele dias despuds de |a lesién con QUIN, a cada uno de los animales se
les adminisird un Inhibidor de la glutamato descarbodlasa (GAD), acido 3-
mercaplopropidnico (1.2 mmolfkg iv.), para inhibir el incremento de GABA post
martem. Dos menulos después, (o8 animaias fueron sacrificados por decapitacion y
se realizd la disecciin del cuerpo estriado derecho (lado lesionado),
homogenizanse con 15 volimenes de la mezcla metanol-agua (85% wiv). Las
muastras fueron centrifegadas (3000 g durante 15 minutos) y |as alicuoias del
sobrenadante fueron almacenadas a —5 "C hasta su andlisis por Cromatografia
liguida de alta presidn (HPLC por sus sigias en nghés). Los nivelas de GABA,
fueron analizados por HPLC con detector dis flucrescencia,

Para la reaccion de derivalizacion an la columna de cromalografia sa siguid
esie procedimients: 100 mL de reactivo de OPA con la adicidn de 100 mL de tejido
dael sobrenadanbe; 1 minulo despuds, 20 ul da la mezcla fuaran inyectados con
una jeringa Hamillon de 25 ul en el cromatdgrafo de liquidos Perkin Elmer sere 3
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B. Se ublizd una columna 100 x 4.8 mm Allech Adsorbosphere OPA-HS con un
tamafio de particula déa 3 um. La fasa mdwl fue la salucidn A La linea de gradienba
fue hecha an dos etlapas: incremantos de solvents B desde 10% hasta B5% en 15
minudcs, ¥ desde 65% hasia 99% en 5 minutog, regresands a 10 minuios en 5
minisios. La fluorescencia fue medida uwsando wn detecior de fluorescencia
Beckman 157. La curva de calibracidn de GABA fue construida por inyecciones de
conceniraciones conocidas del derivatizado OF A-esténdar de GABA en los 20 pl
Las concentraciones de GABA fueron obbtenidas por imterpolacion en ke curva de
calibracidn,

2.9, Andlisis estadistico

Los wvakores oblendos de cada expenmento fusron somebidos a la prueba
estadistica de ANOVA simple. Para los experimenios donde se demostrd una
diferencia significativa, se prosiguit con una prueba de TUKEY. A conlinuaciin se
describe esta prusba estadistica (Robert, 1960, Wayne 1996),

Prueba de TUKEY

Esta prueba es lamada también de la Prueba de la diferencia significativa
honesta (hsd) En el desarrollo de las pruebas de comparacidn mditiple, un
problema surge en esias, por los axparimentos donde muchas comparacionas s
hechas, ésta @% la mas cerera en demosirar algunas diferencias en las

significancias cuando mediciones iguales se muestran homogéneas (Robert,
1860, Wayna 199E),

Esta problama dirgid al desarollo de procedimientos donde son usados los
mUMeros de errores Bsociados A los experimenios unilarios donde se observan
diferencias falsamente declaradas sobre la significancia de procedimianios
samegantes, Con un nivel del 5% de la prueba, el 5% de los expenimentos dieron
una dierencia significativa falza y el 85 % no dib dderencias significativas, en los
promedios, cuando las medicones fueron homogéaneas, Esto es llamado un
EXpETimEnio con efrores proporcionales [Robert, 1960, Wayne 19956)

fil



Los niveles de significancia estan dados en la pruebe de TUKEY como w
procademientos. El procedimiento consiste en la siguiente ecuacian.

we=ga(P,n2)jsX

Dia dondse:;

ga sa& gbtienen de lablas a=0 050 =0.01

F es &l nimero de iratamientos

n? es igual al error de los grados de libertad

w es usado para el juicio de significancia de cada una de las diferentes
abservacionss.

En suma, |a prueba de TUKEY es exremadamente ficil de aplicar desde los
requerimienios de valores solos para juicios de significancia de ratamientos
diferenies (Robert, 1960). Los resultados se muestran como |la media mas menas
ol error estdndar de los & experimentos independientes, esio se presenta como
graficas de barras. S5e considerd que existian diferencias significativas cuando sa
obtenia p=0.05 o p=0.01,



CAPITULO 2 RESULTADOS

3.1. Efecto del cobre i.p. sobre la P.L. en el cuerpo estriado

En la grafica 1 sa puede observar el efecto del Sulfate de Cobre ip a
diferenies dosis, sobre la PL del cuerpo estriado derecho en ralas adminisiradas
i.e con Tul 3351 El cobre no refleja diferencias significativas en la PL con
respecio a ka basal, despuds de un ANOVA simple; sin embargo, se obsarva un
comportamiento de tipo dosis dependiente con respecio a 08 nveles decrecienles
de la PL La dosis de cobre de 7.5 mg/kg muestra una mortalidad aproximada del
40%, mieniras que la dosis de 10 mgfkg muestra una mortalidad del 100% antes
de poder medir la PL

i
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Grafica 1. Efecto del CuS0s ip. & diferentes doszis en la P.L despuds de la
imyeccin infreestriatal con 551 La PL fue medida en & cuerpo esiriado
derecho despuas da 2 horas de la imyeccion CuS0. Cada bama represenia la
mede + &8 de O expanmentos diferentes no S8 encontraron diferencias
significativas después de un AMOWA simple



3.2, Efecto del cobre sobre la peroxidacidn inducida por el QUIN

La grafica 2 nos muestra al efecio del cobre i p. sobre la PL inducida por el
QUIN e en el cusrpo esinado derecho de rata. El grupo de 551 ip. + QUIN e
muestra una diferencia significativa con respecto al controd p < 0.05 por lo cual
podemos decir gue &l QUIN sumenta la PL en el cuenpo estnado; sin embargo, 1
combinacién de cobre + QUIN muesira un efeclo prolector de tipo dosis-
dependiente. La dosis de 2 Smghkg muestra diferencias significalivas con respecto
al control v al grupo de QUIM. A pesar de mosbrar diferencias contra control
atenia el dafio producido por &l QUIN. Las otras dosis no muestran diferencias
significalivas enire ellas, pero atentan mas significativamente &l dafo del QUIN
que &l grupo de 2.5 mafkg.

Debido principalments a la lasa de monalided de la dosis de 7.5 mgikg
{aproximadaments 40%), aunado & gue asta dosis no muestra diferencies
sigraficativas con respecto a la dosis de 5.0 mokg, proponemos esta dosis como
la ideal para kos siguientes exparimentos.

s
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Grafica 2. Se muestra el efecto del CuSOy, i.p. a diferentes dosis, sobre la
PL inducida por el QUIN (240 nmol/uL) i.e. en el cuerpo estriado,
Cada barra representa la media + e.e. de 6 experimentos diferentes
a) p<0.05 diferencia vs control b) p<0.05 diferencia vs QUIN.
(ANOVA seguido de Tukey)



3.3, Efecto del cobre vy del bcido ascédrbico i.p. en la PL después de la
administracion de QUIN

Coma ya se menciond, el acido ascdrbico uega un papel muy importants
demiro de las funciones naturales del cobre, por lo que parecid interesante
invesatigar &l efecto de esia witemina denmtro de los resultados hasta shora
ablenidos

Como se pusde observar en la grafica 3, &l acido ascdrbico (Asc) no
muastra ningdn efecto dentro de la accidn de cualquiera de as dos sustancias. El
Agc muesira una diferencia significaliva (p<0.01) con respecio a control, pero no
muestra diferencias con respecto al grupo tratado con cobre o con el de cobre +
Age, por lo que no creemos que lenga algiun efecto dentro de la aclividad del
cobre, 8l menos en el cusrpo estriado

El grupo fratado con Asce QUIN muestra una diferencia significativa con
respecio a contral (p<0.05), siendo los niveles de éstos no diferentes de los de
QUIN, sin embargo, al aplicar los tres tratamientos, se demuasira el papel
prefecior del cobre en una dosis de 5.0mg / kg en la PL

LT
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Grafica 3. Se muestra el efecto de diferentes tratamientos en la PL del cuerpo
estriado; Control, Asc (acido ascérbico 500 mg / kg i.p.), CuSO4( 5.0 mg/
kg), Asc + CuSQ4 (500 mg/kg 5.0 mg/kg respectivamente, i.p.), QUIN (240
ng/uL, i.e.) Asc i.p. + QUIN i.e.; CuSOys i. p. +QUIN i.e; Asc+ CuSQOs i.p. +
QUIN i.e.; cada barra significa la media + e.e. de 6 experimentos diferentes,
A) p<0.05 diferencia vs control ; b) p<0.05 diferencia vs QUIN; B) p<0.01
diferencia vs QUIN; c¢) p<.0.05 diferencia vs Cu+QUIN. (ANOVA seguido de

Tukey)

68



3.4, Efecto del cobre sobre los niveles de GABA en el cuerpo estriado
después de la administracidén del QUIN.

Como 8 pusde observar an fa grafica 4, no hay evidencias de gue el
ratamiento de cobre tenga algon elecio dentro de los niveles de GABA llama la
alencion en la grafica que casi s& observa un efecio de recuperaciin de los
niveles dentro de (o3 ratamientos con cobre; sin embargo, dsto no es significativeg,

aun que &l tratamiento con QUIN i muesira una disminucibn en los niveles de
GABS

fif)
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Grifica 4. 58 muastran los resullados de os niveles de GABA dederminados por
HPLC, después de la adminisiracion da CuS0sip. (5.0 mgkg) v OUIN
(240 nmolful), las bamas representan la media + el ee de B
expErmentas indepandentes. Mo s encontrarcn diferencias significalivas
daspuas de un ANDWVA simpla



3.5 Efecto del cobre sobre la actividad de la Cp después de la
administracidn del QUIN.

Con respecto & los datos gue s pueden observar en la grafica 5
obsarvamos que la actividad de la Cp en el grupo fratade con 551 Lp. y QUIN (e
muesira una ligera inhsbicidn deniro de la actividad ferroxidasa (-5% vs control
100%) de ésta enzima sin embargo, esta no llega 8 ser estadisticamanta
significativa. Se observa un aumento en |a actividad (39 % vs control) con el grupo
trafado con Cu 5.0 mg/mg que es estadisticamante significalivo (p<0.05) con
respecto a control y (p<0.05) con respacto a QUIN; an el grupo tratade con Cu ip.
y QUIN ie. se cbsarva un aumenio en la adividad que en cualquiera de los olros
fratamienios (E3% vs control) siendo estadisticamente significativo (p<0.01) ws
eontrol y (p<0.01) vs QUIN

|
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Gréfica 5. Se muesira el efecto del CuS04 ip. sobre la actividad ferroxidasa de la
Cp en LCR 120 minutos despuds de la administracién de QUIN. Las barras
raprasantan  la media de las aclhvidades + ee de 6 exparimenios
independientes; a) p<0.05 y A) p<0.01 diferencia vs control; b) p<0.05 y B)
p=0.01, diferancia va QUIN (AMOVA seguido de Tukay)



CAPITULO IV DISCUSION

Baséndonos en el modelo experimental de la EH por inyeccidn de QUIN en el
cusrpo estriado de |a rata (un agonista de receploras de tipo MMDA) para
reproducir |as caracteristicas bioquimicas, conductuales & histopatoldgicas de la
enfermedad (Beal y cols, 1986) se probt ef efecto ded CuS04 sobre la posible
atenuacidn de los efecios neuraotdxicos del QLUIM

La PL &5 un evenlo que ocume comunmente en &l cerebro de los mamiferas
debido a la gran cantidad de acidos grasos polinsaturados contanidos an ol tejido
neuronal. Algunos faciores paioldgicos en el SN producen una excesiva activacion
de receplores de GBpo WMDA sumentando la generacion de radicales libres,
provocando PL como un indice de estrés cxidalivo (Samamaria y Rios, 1933).

En esls trebajo nosotros evaluamos la PL, producida por wna lesidn
intragstriatal con QUIN, suginendo que &l efecto de la newolooodad puede ser
relacionada & k8 excitoloxicidad producida por la aperiura masiva de los canales
ibrecos de Ca, wna sobre actvacion de estos recepiores se refleja en un
aumento en los niveles de Ca’ inracelular provocando entre offos procesos
citoléxicos la genaracion de radicales libres, los cuales producen PL [Santamaria y
Rios, 1991).

Como se obsarva an los resultadcs (Grafica 1) el cobre no tiene efedo
significalvo sobde la PL basal Sin embargo, el QUIN provoca un aumento en la
PL basal (Grafica 2), por el mecanismo anies mencionado, Resulian imleresanies
los resultados observados con el tratamiento agudo de Cu, el cual alenda el dafio
praducido por el QUIN en el cuerpo estriado. Se puede predec un blogueo an la
PL producida por &l QUIN con wn tratamiento agudo de Cu, proponendo a este
como un antagonista potencial de receptores para NMDA, esto se pusde confirmar
oon los esiudios realizados por Vachova y cols [1996) en o cual avaluaran @l
efecto del cobre en la modulacién de receplores de lipo NMDA en cultivos
hipocampales de raton; por estudios de patch-clamp ellos analizaron la mhibicidn



do recepiores NMDA, aclivados por algunos agonisias ssiectivos a estos
receplores, por concentraciones de Cu™, suginendo gue el cobre libre (Cu™)
inhibe directamente los recepiores de tipo NMDA, actuando como un antagonisia
no competitivo a los sitios de glutamalto o ghcina. Ademas, dalos reportados en la
literatura sugieren gue el Cu puede lener un efecto inhibitono en al sintesis del
oxido nitreco, &si como un efecto inhibiloric sobre recepiores de glutamato en
ciefas condiciones (Weiser y Wianfich, 1995)

Par ko antanor sugerimas que 8l cobre puade bloquaar a los recepiores da
tipo NMDA gue pusden ser aclivados por el QUIN, detersendo la activacidn de
estos receptores, la apertura de los canales de Ca™ con la comespondiente
genaracitn de radicales libres v la PL consecusnte de estos evenioa, ésto
bazdndonos en los resultados obtenidos que muestran wun cars efects protector

del Cu en esle pardmedro bioguimico con una respuesta de tipo dosis dependiente
entre las primaras diosis.

Tomando an consideracidn algunos reponas, donde el dcido aschrbico (500
mg'kg) blogua los efectos del Cu en el hipotalamo de rate (cambios en |as
conoaniraciones de catecolaminas) (Messtipour, 15988), se propusoc un
expenmeanto allerno en el cual se pudiera observar el efecto del ascorbalo sobve
Ins resultado hasta & momento oblenidos. Los resultados oblenidos [grafica 3)
nos demasiraron que en esie caso, ¢l ascorbato (500 mokg) en combinacion con
al Cu, no modifica ssgnaficativamente ningunc de los efectos obsarvados en la PL.

Sa proponia gue al ascorbalo pudiera esiar interfinendo con el Cu
cambiando su estado de oxidacdn de Cu™ a Cu’, con el consecuente cambio en
la funcidn del cobre; como ya se revisd, el cobre puede también participar en la
reaccidn de Fenton, provocando un aumenio en |la generacidn de radicales libres,
con un aumento en la PL; sim embarge, como se demostrd al menos en e cusnpo
astriado, |los deposios de cobre no se ven sfectados por la administracidn de
ascorbalo
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Para continuar con & protocolo, se decidid trabajar sdlo con e dosis de 50
mgkg e CuS04 principalmente por Que a una dosis mayor (7.5 mokg) mosird
una afta moralidad dentro de sus gnupos (casi el 50%)

DOiro pardmeiro que indica o dafo producido por ¢ QUIN en @l cusrpo
estriado  es la disminucion de los niveles de GABA despwés de la lesidn, por lo
qué para demaostrar ka proteccion del CuS0y se evaluaron los niveles de GABA
después de 7 dias de la lesidn, (08 resultados oblenidos demuesiran que &l CuS0,
protege los niveles de GABA hasta la linea basal, Una posible explicacidn de estos
riultados puede darse recordando el efecio de la dizolcipina, ka cual actua comd
antagonista para los receptores de lipo NMDA, provocando que no exista una
sobfe aclivackin de los mismos, por lo tanlo, este fendmano no provoca una
dismenucion en los niveles del neurotransmisor (Santamaria y cols., 1996). Por ello
52 pusde proponer que efectivamente el Cu pudiera estar compitiendo por los
silbos de union del QUIN =n dichos receplores, en un mecanismao similar al de un
antagonisia

Para intentar entender mejor asios mecanismos as necesano recordar 1os
estudios realizados por Weiser y Wienrich (1996), quienes estudiaron &l efecio del
Cu en receptores para glutamato de cultivos de neuronas corticales; ellos
encontraron que ¢l Cu puede inhibir la aclivacitn de los receptores para AMPA, y
para NMDA pero por mecanismos diferentes, parece ser gue la inhibicidn para
AMPA es de tipo wreéversible, sin embargo, para receplores de tipo NMDA es
facikmanta reversible, con una clara y marcada depandancia a la concentracion de
agonista, sugiriendo, que el efecto del cobre sobre el sitko de unidn es de lipo no

oxidativo, aunque estéd reporiado que los receptores NMDA contienen wn sitio
modulador sensible a oxdacson.

Por lo anterior s& pfoporne un mecanismo de accian dal cobde en el cual
este actue coma un antagonista para (o5 recepiones de lipo NMDA, aungue la PL
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inducida por & OUIN puede ser consecuencia lambién de la inhibicidn de
procesos enzimabcos, va que el QUIN puede disminuir la aciividad de algunas
enzimas con  funcin  anfioodante (catalasa, sUper oxido dismutasa,
ceruloplasming, elc.). Para evaluar obra posible explicacién de los resullados
oblenidos, s& propuso evaluar la actividad de la Cp, va que esta enzima ademas
da ser anticsedants, es la poncipal proteina de fransporte dal Cu desde &l higado
hasta el SNC. Después de evaluar la actividad de ta Cp se encusntran diferencias
significalivas para los grupos evaluados, o gue sugiers una parbcipacon de
eventos antioxidantes dentro de la proleccion mediada por cobre, sin embargo
esios dalos no aportan wna explicacidn clara o concluyenile en cuanio a la
profeccidn del Cu en estos evenios de toxicidad.

Después de analizar |os resultados, podemos seguir proponiendo un
mecanismo en &l cual el Cu s comporte como un aniagonisia de los receplores
para NMDA: sin embargo, estos datos no pueden ser concluyentes, ademas de
recordar que los receptores de lipo NMDA pusden estar sobre actvados en al EH,
no 52 pueds proponer un bloqueador de receptores para MMDOA como tratemiento
para ests enfermedad, ya qgue fodos ellos tienen efecios secundarios.
Simplemenie se propong un posible mecanismo de accidn alterno en la
enfermedad, apoyados en los resuliados expenmeniales, La accion del Cu como
antagonista sobre recepiores para NMDA debera ser probada en fuluros estudios
en el modelo de Huntinglon para QUIN



CAPITULD V CONCLUSIONES

El modelo de la EH producido por una inyeccitn intraestnatal con QUIN ha
sido postulado como una de |as mejores harramientas para estudiar los posibles
mecanismo de palogénes:ss, &8s com0 para probar compuesics gue Sean
postulados como inhibsdores del dafio newodegenerativo producido en &l modelo;
esios compuesios no deben de aumentar Ios estados de degeneracion basal, por
lo que o primens en esie rabajo fue demostrar que /) &l CuS0, 30lo N aumenta ka
PL baszal en al cuarpo estriado da |a rata.

Por lo anterior y continuando el protocolo, se demostro que #) el CuS0y, atenda
el dafo peroxidativo inducido por la inyeccion intraestriatal el QUIN, ademas de
demasirar que &) El ascorbato no interfiere en los efecios del CuS0,, cbsarvados
despuas de la agminisiracion dal GUIN

Uno de los pardmetros boguimicos relaconados con la EH es la pérdida de las
neuronas estristales espinosas medianes |as cusles estan involucradas, entre
alros procesas, an la produccsan de GABA, por lo que al pretender demostrar la
prodeccidn del Cu résulta mecesario evaluar este mefabolitc y observar la
conservaciin de este tipo de cuerpos neuronales. En este trabajo se demosird que
iv) &l CuS0y eperce un efecio protector sobre los niveles de GABA en el cuerpo
estriado después de una inyeccidn ntraesinatal de QUIN. Después de estas
observaciones se hace necesario invesbgar 3) si existe realmente una
conservacion de las neuronas espinas medianas o quizd éste efecto esté regulado
pof ofro lpo de proceso metabdlico, ademsas de b) tratar de elucidar cusl es el
posible mecanismo por el que se observa esla proleccibn En esle frabajo
contnuamos sdlo con la segunda linea de imvestigacion proponiéndoss un
mecanismo de bpo enzimatico, basado en la existencia de algunas enzimas que
son dependentes (en estruciura o funcidn) de las conceniracsones de Cu sérico,
como &5 el caso de la ceruboplasmina, encontrando gue ) la ectividad fermroxidasa
de la ceruloplasming & v inducida por la administracion de CuS0, a pesar de la
lesién con QUIN



A pesar de que se observa una induccion an ta actividad de ta Cp, dsta no
es suficienie para proponerla como e principal agente imvolucrado en el
mecanismo de proteccion, ademas de que surge la posibilidad gue el Cu pueda
estar involucrado dinecia mente con los receplores para NMDA, por 1o gue resulta
necesario  continuar con esta investigacion, con |a finalidad de esclarecer |os
MECANISMos imnealucrados an esle proceso, tratando siempra de dar evidencias

que pusdan resultar en un mejor enendimienio de 108 protesos palolbgicos de la
EH.

R



BIBLIOGRAFIA

Allnin RL. Young AB, Penney JB, Handedn B, Balfour R, Anderson KD, Mans D5, Tounallohas W,
Rmmar A Abnormalilies of sristal progeclion newrons Bnd N-meihgd-D-aspariale recepiors in
presymplomatic Huntington s deeases. W Engl J Mod 1890 323 1303- 1208,

Aronin N, Looper PE, and Lorenz |J; Somatostatin is increased in the basal ganglia in Hunbngbon's
disease; Annu. Neuroiogy, 1983 13.510-526

Bates GF, Mangiarini L, Mahal &, Davess SW.. Transgenic models of Hunbngton's disesse: Hur
Mol Ganat 7897 & 10) 16337

Beal MF, Kosall MW, Ellison DW, Mazumek MF, Scheanz ¥J, and Martin JB; Replicabon of the
reurochemical characiensiics of Hunlington's disease by quinclines acid: Mature 1958 321 168-171.

Beal MF, Maison WR, Swarlz BJ, Gamache PH, Bird ED.- Kynurehing palfway measuements in
Hunlingicn's desease siriglum: evidence [or reduced Pormation of kynurenic Bchd. J Newnochem.
1980 55(4)-1377-38,

Beal MF, Brouilsl E, Jenkins BG, Formante RJ, Kowall MW, Miller JM, Siorey E, Sivastava R,
Rosen BR, Hyman BT, Newmchemical and hisiologic characiesization of siriatal extloloxic lesons
produced by ik milechondnal ioxin: nilropropionic . J Mewoss 7083 1341874182

Baade Michell H K and Myc JF: Kingfening a5 an imermaediaie in (e fonmialion of nicotinic acid
tram fryplophan in Meurospors Proc, Mafl, Aced S0l USA 15847 33 185-158

Bender &, MoCreanor GM. The prelered rmade of kynurenind meisbolism i (e ral Sochim
Biophys Acta. 1982 71 7(1)56-60

Bird ED and iversen LL: Humingion's chorea: Posimoriem measuremen! of acid-descarboxilase,
chofine acetiltramsierase and dopamine in basal ganglia: Brain 1974 87 457-472

Bird ED: Chesmacal paibalogy in Huntinglon's dissase: Annw. Rev Phammacol Toxkeol © 1880 20533
L1

Browilel EP, Jenkins BE, Hyman 8T, Ferramo R, Kowall MW, of al; age-gependent vVainerability of
de siriatum b the mitochandrial baxin 3-nitropropionic acd: J Mewochem 1883 80:158-358



Broulled E, Hantraye P: Effects of chronic MPTP and 3-nilopropsonic Sl . noanuman primabes:
Curr Opmn Newo!l 1905 B(6) $68-73.

Browibsl E . Condé Framtboiss, M. F Beaal Bmd Phallippe Handraye. Repicating Hurdinglon's Desaase
Fhanatype in Exponimontal Animats: Progress in New . 1890 50 427468

Bruyn MRP and Stoal JC: The quinolinic st hypothesis in Hustinglo's chorea: Jounai of the
Newrological Sciencas, 1990, B5:29-38

Carlock L. Walker PD_ Shan ¥, Gulridge K. Transciplion of ihe Hunlinglon dsense gene during the
quinolnic acid excilolons: cascade: Moworepor. TB55 68111214

Cararscs LH and  Mulherji ©5: Alrophy of conpus. sifialum in normal male & risk of Huntinglon's
choma: Lanoel 1988 1, 1388 1309,

Cattanen E, Rigamanti O, Godfrédo D, Zuccalo C, Squitien F, Sipeone 5. Loss of nodmal huntingtn
Tenclicn: neéw developments in Hunlingion s disesss resaarch: Trands. Mewoscl J007T 24 162-
iag

Chol DWW Calcieme sl center-stage in hypoxic-ischemic neuronal deadh; Trends Newrosol 1995
187 2)-58-50

Choi DWY. Glhoal@mate neuroloxicily and diseases af the mervous sysiem: Newon 1968 (81 623-34

Collingridge GL, Lester RA: Excitalory amine scid receplons i (he vemebrale cenbral nensous
sysiem: Pharmacol Rev. TO89 $1{20 143-210.

Conneally PM: Huntinglon disease: Genefics and epideminlogy: American J Gensfics 1984
A6.508-524

Connick JH, Heywood GC, Gills GJ, Thompson GG, Brodie M, Sione TW. Recolimdalanine
increases cenebral kynurenic acid conbent and has antconvulsant activily. © Gen Plhammacol 1892
232):235-9

Cook J5 and Pogsan Cl: Tryplophan and glucase metabolism in rat liver cells: the affects of DL.8-
enlorolrypoghan, 4-chioro-3-hidraaantranilic acid and pyrasnamice; Biochem, J. 1963 241511
518



Davis G, Merdz W. Copper. In: Meriz W, ed. Trace slements in human and animal nuirition 5" ed
Vol 1 New York: Acagevmc, Press, 1987,307-64

Owsbarn 0. de Ouidt ME and Mesin PC; Sweneival of basal ganglia neumpdplido Y and
somabasiatin neurons in Hunlinglon's dissase. Bran Bes. 1985 2400251260

Decker RH, Brown RR, Price JM. Studies on the biological aclivily of nicolinylalanine, sn analogue
of kynurening: J Biod Chem, 1963 238 1049-53,

D Dwryn PP, D'Hoogs R, Marescau B, Pel YO Chamical modets of spilepsy sith somes referencs
1o iheir applicatsiity in the developmen! of anticonvalsants ; Eplepsy Res 1097 1320 87-110

During B, Heyes MP, Freess & Markey 5P, Martin JB, Rokh RH, Quinoénic aod concenéralions in

siriatal extraceliuar fuid reach potentially neuwroloxis levels folowing systemic LAryplophan icading,
. Brain Res. 1088 4TI 3647

Dwyao MP, Auerbach AB. Fyan A. Porsichetli F, Bames GT, Mchell SM, Ge P, Vonsaitel JP,
Gusella JF, Joynmer AL, MacDonald ME, Inactivalion of the mouse Hunlingion's disease gens
Mamolag Hbh. Scence 1885 280 407-470

EF-Defrawy SR, Bosgman R, Jhamandas K, Beninger FJ, Shipton L. Lack of recovery of corical
cholimemic funclion lollowing quindlinic of iDolanic ackd imjeclions indo e fuckess baaks
magroceliuans in s Exp Neurol 1988 943 828-33,

Farber JL' The role of calicium in cell death: Life So {987 2913 1288-95,

Famale R, Kowall NW, Cipolloni P8, Sorey E and Beal MF: Excilolaxin lesions in primaies a2 o
meddel for Humlingion's dsease: Hsfopailogic and newochemcs Gharacienzation: Exp. Mew.
P03 1104871

Ferrante R, Andreassen O&, Dedecglu &, Femanie KL, Jenkins BG, Hersch SM. Beal MF
Therapeulic effects of coerryme Q10 and remacemice in frmmagenss mouse models of Huntnghon's

diseasn. J Mpones, J007 22 102- 1509

Fisher RS,; Gluatamabe and eplepsy; Mewrcédransmilors Epéepsy 1091 11.137-45



Fisher Ld, Ray J: In vivo and ex vieo gene transfer fo the brain: Cwr Opin NMewrodvol 1004
5] TG54 1.

Fridewich |, Suparxice dismulasas: regulasiies and sregulanilies. @ Harey Loc? TO83-B4 79 51-78

Frim DM, Uridar TA, Shorl MP. Ezzeding 2D, Klagshrun M, Breakefiaid X0, Esacson O, Effects of
inlogically delivered NGF, BDWNF and bFGF on stiatal sxcioinoc lesons: Neworepord, 76893
4y4) 387-T0

Foster A, Whetsell WO Jr, Bird ED, Schwancz R, Guinalinic acid phasphorbosyliransierase n
hurmean and ral brain: acireily in Hurlinglon's disesss and in quinolinsle-kesoned rat sinalem. | Braen
Red. 7085 IR62)207-14.

Foster AC, Whita RJ and Schwarce R Synihesis of gquinalinic: acid by 3-hadroeysinranilic acd
oxygenase ; ral brain lissue in viroe J, Nowochem, 19868 47.23-30

Gal EM, Armsirong JC, Ginsberg B, The nature of in vitro hydroxylation of L-tryptophan by brain
I, - J Newrochen. 1968 13)8). 643-54.

Gal EM, Sherman AD, L-kynurerine: s symibesis amd possible reguisiony funclicn in brain. -
Newrochem Res. 1980 5(3).223-39

Gale 5, Bird ED, Spokes EG, eersen LL and Jessel T, Human brain subsiance P disinbotion in
canimds and Hundinglon's chorea: J. Newocham, 1978 30633834

Garttwmite G, Garthwaite J. Amino ackd meurcboxicity. infraceliular sies of calcum accumuiation
associabed with the onsel of imeversible damage 1o ral cerebellar neuronis in vito, - Neurose Laf,

1886 Fif1).53-8

Giselia JF, Waxler NS, Conneally PM, MNaylor SL, Anderson MA, ef. 8l A polimorphic Dk
markergenetically linked Muniinglon's disease Nafure 7983 J06:234-238.

Hallrwel, B. and GHerdge, J. M. Cxypen locicily radicals, irensiteon melals and diseass;
Biochemical J, 1984 212614

Hardmarn H& and Evenson MA; Deficiency of Copper Cause Newonal Degeneralion; Madical
Hypotheses 1692 38 7585

Hayden MR Hunlirglon's chares Sacinger-Verang 1981

H2



Hicks L. Bioquimsca, MeGRAW.HILL INTERAMERICANA ETVTORES 54 ow C.V México 0 F
2000

Heyes MP. Queamy B, Quaniificalion of 3-hydmgyiynunening in been by high-pericrmance liguid
chromalography and electmchemical detedion. | J Chromalogr. 1588 42872 3404

Heyas MP. Rubirde D, Lane C, Morkey SP. Cerebrosgingl fuid qunolinic acd concenlralions are
mcreased in acguired immune deficiency syndroma. ; Ann Newnl. T80 28(20 2757

Higuchi K., Hayaishi O Engymic formabon of D-kynurenine from Detrypbophan.: Arch Blocheam
Brophys, 1987 12042): 307403

Hirala F. Hayaishi O, New degradative roules of S-hydroxytngplophan and semfonin by inlestinal
rypbaphan 2,3-dioxygenase. - Biochem Biophys Res Commun, 1972 47(5):1112.9.

Jansen KL, Faull RL. Dragunow M. Symek BL: Alrheimer's diseass: changes i heppocampal N-
methy-D-aspanate, quisgualaie, neuwoiensn, adencsing, benEodiagoping, Semionin and opiosd
receplors=an autoradiographic study. ; Meuroscienoe, 1880 363181327,

Jenkins BG, Koroshelz 'WJ, Beal MF and Rosen BR: Evidence for imparemesd of enagy
malabolism @ vieo in Hunbinglon's disease using localized HNMR- spechroscopy. Nowrokogy
1203 43 2680-2505

Joseph MH, Hell-Tpping DL The metabolism of a tryploghan load in rat brain and liver the
influence of L-alpha-methyidopa bydrazine (MK-488, Carbidopa), | Biochem Soo Trms 1978

5987 1000

Jowel R, Lippincafi Company J. B. The Exrapyramidal System and Disorders of Movemenl
Cinical Newrpiogy Vol 3 Chap 38 pp 45-67 1890

kagi JH, Schaffer A Bmochemisiry of melaliolonein.: Bochemisly. 1088 27723 6500-15
Keeng COD, Roangues CRL Esch T, Chnabra WS, Sieer CJ, Low WE. Tauroursodenychilic acid, a

bily ackl, |5 neuroprotectien i transganiz animal model of Huntinglon's disease,; Froc Mani Acad
Sci U5 A 2007 Aug G907 18] 1067 1-8

i



Endn R Hynurenine aminciransferase sdivity in human and olher mammalian tssees. I Progness.
in Tryplophan and Serotonine Fesearch, edit by HG Schiassherper et &l pp B51-B57. Walterde
Gruyler, Berlin, Germary, 1084,

Fim JP, Choi D%V - Quinoiinabe newnéoacty in coricad oell cultune, Neudsoence. 1887 Z3[2423-
32

Klatro . Cecde & Oskar Vogl: ihe significance of their contriteions in modem newnscience. © Acta
Newochi Suppl 2003 86:20-32

Howdaizis TH, Borlongan C¥, Scorcia T, Creesa |, Cahill DW, Freeman TB, Sanbarg PR. Systemic
I-nitroproplonic aoid: lng-term effecs on locomolor behavior, Braln Bes, 1954 84602), 242.8

Lancelol,E,, Callebert. J,, Lerouet, Revaud, M, L., Boslou, R G, Plotkine, M., Role of the L-
arginine-nitnc oxde padhway in the basal hydrooxyl rdical production o the siriabum of awake mals
a5 measured by brain microdidlists; Newoecence Lalfers, 1895 20221-24.

Lapin 1P Micolinemede, inosine amnd hypoxanthine, pulsive endopenous Bgeands of 1he
banzodiapepires MeoEplor, opposie ko diagepam amm meich more affecive agams Kynurenine-
induced selzures than against pentylenebetrazol-inducesd selzwes. Phamacal Blochem Behay,
T8 f4{8) Sa%-83

Linder WC: The bochemisiry of copper; New York Plerum 1891a

Lingear MC: Muintional ard metabolism of irace elemsants. n: Linder MG ad. Mutmnibonad Dischamistiry
and metabaoksm 2™ ad Mew York: Elssdver, 19910 215-76

Linder MC and Haregh-Azam M: Copper biochemistry and malecutar bickogy. Am. J G Nutr
1996 83 TOTS-8115.

Lipton, 5.4, Sucher, M., Keser, PR, Dreyer, EB.  Synempisic effecs of HIY coal prodsn and
HMOA receptor-mediabed neurobaicily.; Mewron T9891 Jul 21 111-8  Relaled Arficies, Links

Lomsardi G, Monet G, and Moroni F- Mass. fragmentograghic idertification and mesurement of the
ecibolixin guincknic acidin the ral brain. Ast Phamaecal Toxicol 1083 53 (suppl 1).24

Lang CL. Hill HHY, Weinstack M, Henoerson LM Siudies of (he enrymalic ransfarmation af 3-
hydroxyamihranilate to quinolmake. | J Beod Cham. 1854 29701040517



Lowry OH, Rosebroogth WY, Far AL, Randall BJ. (1851). Prolgin measuremenl wah ihe folin-
phendl reagent. J Biol Chem 193:285-275.

Lu ¥M, Zhang JT, Zhao FO, Qin ¥F. Effecs of Caz+ aniagonists on ghaamale releass and Cals
imfhax in ihe hippocampus with in wivo intracenebral microdialysis. @ Br J Pharmacod. 1997
TO4 1L T23-6

Ludoiph AT, He F, Spencer PS, Hammerstad J, Sabri M. 3-Nitropropionic acid-sxogencus animal
neurolaxin and passible human siratal boxin . Can J Newrol Sci 1991 Nov, 16(4). 402-8

Macisjewski-Lenoir D, Jifkowski GF, Sanna PP, Bloom FE Reduction of ex0Qenous vasopressin
RENA, poly(A) Lail length mcreases ils afectivenass in ransiently comectng disbetes inspidus in the
Braslieborn ral.. Proc Mall Acad Sc U 5 A, 1900 S04). 14356,

Mangiarini L, Sathasivam K. Seller M, Cozens B, Harper &, Heiheningion C, Lawton M, Trotteer ¥,
Lefwach M, Dawies SW, Bates GP, Exon 1 of the HD pens with an expanded CAG repeal s
sufficient 1o cause progressive neurslogical phenotype in Bransgenic mice. CeW 1996 87.403-506

Marinez-Fong O, FRosales MG, Gongors-Allare JL, Hemander 5, Aceves J. NMOA necepior
madigies dopameng release n e Sinalum of unanesthelized rets a5 measured by Drain

microdialysis. - Bran Res. 1692 565(2) 309.15

Mason ST, Fiiger MG Interaction between naradrenergic and cholinergic systemms in e rat bran,
behavioural lanetion in locomotor activily. - Neuroscience. 1979 4(4) 517-25.

McGeer PL, McGeer EG, Fibiger HC. Chaline Bcetylase and pholamic ackd decaroxylase in
Hustlinglon's chorea. A peelirninary shdy . Newrology. 1873 89127

McGeer EG, Singh E Neurolaxic effecs of endogenous materials: quincline: acid, L-pyroghutamic
acid, and thyrokd releasing bormone (TRH), - Exp Newol 7684 BE21470.3

McMuray CT. Humtinglon's diseass: new hope for therapeulics. Trends Mewossd 2007 24:532-
536

Meanalied LB, Chesselel MF.. Mouse modeds of Hunlinglon's disease. Trends Phamacol Soi 2002
21329

HS



boromi F, Lombardi G, Carla W, Monsdl G. The excitoloxin guinclnic ackl is presant and unesenty
distributed in the s brain. - Brain Fes. 1084 208(21°352-5

Moronl F, Lombardi G, Robitaille ¥, Ebenne P, Senile demeniia and Alzheimers desase: lack of
changes of ihe cortical conbent of guinalinic acid. | Neurodial Aging 1958 74 246.53.

Moron F, Russi P, Galle-Mezo MA, Monell G, Pelliccian B Modgulation of quinplinec and kynurenic
acd conienl in ihe el brain effects of endoloxing and nicolinylalanne. © J Newochem, 1894
ST{S1630-5

Mostafa MH, El-Sewedy 5M, El-Bassiound EA, Abdel-Tawab GA. In vivo and in vitro studies on thi
aftecis of some phenoibsazines and sulpiide on kynurenine medabolism. | Blochem Phanmacol,
1602 3413228730

Wasir J, Floresco 5B, O'Kusky JR, Diewerl VM, Richman JM, Zeisier J, Borowski A, Masth JD,
Phillipa AG, Hayden MR Tamgeled disruption of the Hunbnglon s disease gene results in embiiyons:
lethality and momphological changes in heterazypoles. Ced 1995 B7.571-823

kecoll Foger A, Malenka Roberd C, and Kawser Julle A ; Functional Comparison of neurobransmitter
Receptor Subtypes in Marmnmakan Central Nervous System. Physiokogical Rev. 1990 70 513-585

Moguchi T, Minslogewa ¥, Okuno E, Nakaiani B, Moimoto M. Purificaion and characierization of
kynurenine—Z-oxpghilaraie aminoiransierass from (e liver, Drain @nd small inbesline of rais. -
Biocham J, 1975 151(2) 300-406

Qiuno E, Schmidi W, Parks D4, Makamura M, Schwarcz R, Measuremend of rai brain oynusnenine
aminolranslersss sl physiological kynurenine concentralions. | J Mawpcham. 1067 5772):533-40

Okuno E, Schwarcz B Punficaion of guindlinic acid phosphosibosyRransierase rom ral war amd
brain - Biochim Biophys Acta. 1985 B41(1)-112.9

Peet MJ, Curry K, Magnuson DS, MoLennan M, Ca2+-dependent depolarization and burst firing of
rat CA1 pyramidal neurones induced by N-methyl-D-asparic acid and quinclinic acid: antagonism
by 2-8Ming-5-phosphonovalenc and Kynurenic acids. | Can J Physiol Phanmacol. 1986 64(2). 163-8.



Perkins, M. N and Sione. T. W.. An lomophoretic investigation of the achons of coimoulsan
Kinurerines and ther interaction  with he endogenous excitant guinolnic scd. Braw res. 1082
147 164187

Pesiirs MM, Siong TW. Pharmacology and regional varialsons af quindlinic acid-evoked excilaiions
in fhe ral central nervous Sysiem | J Phamecol Exp Ther 1081 236(2)-551-7

Parons, MM and Sione TW - Guinolinic scid: regicnal vanations in neuronal sersitieity. Scan Res
T IS0 17178

Perkins MN and Stone TW Phamacology and mglonal varations of guincinic stad-gwaked
axcialions in e rat ceniral nervous Ssystem, - J Phanmacol. Exp. They, 19630 226 557-557

Pearsan 3. .., Heshfield K. W G, and Reynolds G. P.; Pallidal GABA y chorea i Hunfingion' s
diseass. Joirnal of Newal Transmassnn [Gensedd] 1080 81214248

Peters, JC.. Tryptophan nuimion and metabolisme an owendew Adw. Exp Mod Bl 7997,
204345350

Preyremibel H. Therapy of mitochondrial disorders. : J infasrd Mafah Dis. 7087 10 Suppd 112848

Raymond 0. Adare, M. A, MO, Maurice Victor, M. O, Ropper, H. Allan, M0, Principios de
Mowrmicgia, § edicdn Mixico 1209 Mo Graw-Hill Inferamancana

Reddy PH, Williams M, Charles V', Gamett L, Plke-Buchanan L, Whetsell WO Jr, Miller G, Tagle DA,
Behaviowral abnomaities and seleclive newonal loss in HD ransgenic meos expressing mulaled
full-tengih HD cOMA. Sad Ganed 1888 2002) 188-202

Aminer, &, Albin, R, L, Anderson, K. D, Amaie, ©. J, Penney, J. B. and Young, &, B Differential
lass of siriatal projecton pewnns in Hunlinglon's disease,- Proc. Mot Aced Soi (LISA) 1988
B5 STX3-57IT

Roynakls P, Pearson 5J, Halket J and Sandler M Beain guinalinic acid in Hunlingion's dsease
4. Newocham Res. 108 50 1850-1960

Rober GD Steel, James HT; Principles and procedures of siateics: Mo, Gram-Hill Book Companny
Inc 1560 108111

HY



Rubirertein DC.. Lessons [rofm animal models of Hunbnglon's diseass. Trends Genef 2002
18743020

Sagratella 50 MMDA  antagonists  adliepileplic-newroprobeciive  drugs  wailh  dieersified
neurcphammacologecal profiles. Fharmaco! Res. 1695 33(1-211-13

Santamaria Abel ¥ Rios Camilo; ME-801, an M-mathyi-d-aspartato amagontst, biock quinoline: ack-
indeced peroxidation in ral corpuis sfaium. Meusosciencs Lafers, 903, 1505754

Santamaria dal Angel Abel;, Efecdo de la adminsiracan sstemica de @ D, L-Kinurenmna y el
prabenecid sobre la neurobaxicidied inducida por & dcido quinolirec sn & cosrpo estriado de |a
ratn, Tosis de meesirds FecuWad de Cancias UNAM 71905

Sabo M, Bremmer |. Coygen free redicals amd metaliothiongin.:. Free Racc B Med 1803
Mar 14{3):325-37

Schilling &, Cocnfield ML, Ross Ca, Borchell DR, Coenzyme 010 and remacemide hydrochionde
ameliorate malor deficls in & Hunlinglon's dieass Iransgenic mouse model MNewoscr Laff 2001
JITHIAL 148-51

Schwarcz R, Whetsell WO Jr, Mangant RM. Quindlines acid &n endofenous meiabolita hal
producEs axon-spanng lesions in rel brain. ; Scionce, 1983 21945820 316-8

Schwarcz R, Foster AC, French ED, Whetsell WO Jr, Hohler C.. Excilofowic models for
neurodegenerative disorders. Life Sci ; 1084 351):19-32

Sehvwarce B, Okuno E, While RJ, Bad ED, Whebssll WO Jr- 3Hydmoeyanibranilale oxygenass
acti¢ity |5 increased im ihe brasns of Hundingion disease viclims. Proc Nall Aced Scif U 5 A 1088
S5 1), 407981

Schwarcz R Posggeler B, Rassoulpour A Cerescli-Bomoni G, Hodghirs PS Regulstion of
Ryrairenic acid Mvess in e developing ral bvain. - Amino Acids. T098 T4{1-31.243-9.

Soiveary WA, Lazo JS, ?MJD..MMW.W M, Bergonia HA, Treng E, Bilkar TR,
Fobbins PO, Lancaster JR Jr, of al. Metaliothionein protecls againsl the cyloloxic and DRA-
damaging effects of nitic axide,- Proc Naif Acad S U 5 A 1995 927 10)-4457.6



Seesgn BE, Wissoch T. Cerebral metabolim in Bchasmia: neurochemical basss for therapy. | BrJ
Ansagi 1085 57(1147-62

Spokes EGS. Meurnchemical alieration n Humlingicn's chomes: A sludy posimodiam Drain lissoe:
Braiy 1680 103 17210

Siesn CA, Cheng ¥, Antsenss oligonuciectioes & thesapeulic agenis—s the bulled really magecal?
| Somnce. 18T 2615724) 1004-12

Stone TW, Perking MN, Colling JF, Cumry K. Actreity of the enantiomers of 2-aming-5-phasphana-
valone acid 85 slereaspecific anlagonesis of excilslony aminoacids. | Newoscince. 1981
BT 1)2249-82,

S3one TW and Perkins MN,. Qunolini acid: a pobenl endogencas exostant a8 aming ackd eoeplors
i CHS: Ew, J Pharmnocol 10871 T2-4711-412

Slone TW, Coanick JH, Winn P, Hastings MH, English M Endogenous axcloleode sgens. - Ciba
Found Symp. 1087 126 204-20.

Stane TW and Burton NR: NMDA recepioes and their endogenous ligands in verebrale CHS: Progr
Mewrohiol 1948 30:333-368

Hone TW., Newropharmacology of Suinafinic and Kinurenic Acxds, Pharmacological Reweaws, 1800
45 308-379

Sperk, G- Kainic acad segunes in the ral.: Progress in Mewoblol 1892 42 1-33

Tatter S8, Galpern WH, Hoogeveen AT, tsacson O Effects of Sifalal exciataxicity an huntngtin-
e immurorescivity. Neworepod, 1995 3E&8) 11258

Tesia CM_ Standasr] DG, Landwahrmeyer B, Penney J8 Jr, Young AB | Differeniial expression of
mEIuRE metabolropic glutamate recopior mAMNA by i striatal neurons.; J Comp Mewol 1985
A54{Z)- 2 1.52

Terlora GJ., Anagnostakos NP. Prncipios de Anadomia y Fsiclogia, & edicidn HARLA Mdzico
THeE. pp 4T



Torrens PR, Breslow L. Fiedding JE. The role of wniversilies in personal heallh smprovement. - Prev
Mod 1882 Jwl 114 477-84

Trggs WP, Willmone LJ.; In vivo Bpid peroasdaiion in ral brasn Tallowang inirecorical Fass myecison.
J Meurochem 1984 43076879,

Tsuzuki K, ling M, Ozawa 5, Change n calciom permeability caused by quinolinic acid in cuBured
rat hippocampal newrons. | NeWwosci Lal. THE0 1053 260-T4.

Tisskl WA, CGramsborgen JB, Trailler H, Schwancr F. Ral brain hices producs and liberials
kymurenss acid upon expasure o L-kynumnine. ; J Mowochem, 1989 52(5) 1629-36,

Twrski L, Bressier K, Refig KJ, Loschmann PA, Wachiel H ; Prolection of substanbia nigra from
MPP+ nenolaxicity by N-melliyl-D-aspanate antagonisls. Matws 1907 4908508 4148

Uchids K. Role of reactive aldheyde in candiovascular diseases. Free Rad Bol Mad Vol 285 Mo
12 pp. TEBS-TERE 2000

Verity MA_ Neurotoxins and smaronmenial poisons. © Car Opin Newrol Newrosarg 1962 &3)-401-5
Vincenl SR, Jokanssen ©, Hokfell T, Skirboll L, Elde RP, Terenius L, Kimmel J, Goldstein M-
MADPH-Saphorase: 8 seleclive histochermical marker for siistal neurons cortaining both
somatostate- and Avian pancreatic polypeplide (APF)-ike immunorescivibes. J Comp Neuwrol

1983 2 17(3)-252-63

Wachova V, Zemiowva H y Vyklicky L, Jr; Copper Modulation of MMDA Responses in Mouse ard
Ra Cullured Hippocampal Meurons, European Jowmals of Neurosciencs, 19596 § 23573264

Wagne 'W. Daniel, Bipestadislica, Bases parg & andliss de |32 cencias da @ =alud: Editorial
Limusa; 1996 5% 778727

Vinlking JC, and Evarns FRH Excilalory aming acid ransmitiers. @ Ao Rev Phormaco! Toosool
1RET 21165204

Wpisar T. and Wienwich B The affects of copper ions glulaimale meospiors in cullured rs cofical
neurons:; Bran Reseach; 196 742.211-218

Wesibrook GL- Glutamate receplor updale . Cuwr Opin Mewobiod. 1904 4(3)°337-48



Wolfensbesger M, Amsier U, Cusnod M, Fosley AC ‘Witetsell WO Jr, and Schwanz R
Identdication of guinolines acid in raf and human brain lissue: Mowcso Lett 1584 41.247.252

Yamamolio A, Lucas JJ, Hen R, A reversible mowse model of Hunlingion s disease. Hunfingion §
Dissase Research Conferance. Cambvidge, MA LA 7690 13715

Yamamaoto A, Lucas, AJ, Hen R. Reversal of neuropaihology and motos dyshunction in a conddional
medel of Hantingion's disease. Colf 2000 10457566

Yoneda ¥, Ogita ¥, Heberogenedty of the N-methsE-D-aspartate eceplor inophane complex o ral
bramn, &% rewealed by ligand binding techniques. | J Pharmacod Exp Ther, 15997 25801} 86-58.

Zeftlin S, Liu J-P, Papaicannou VE, Efsiralisdis A Incressed spoplosis and eamy smbryonic

bedhalty inoméce nulizygous for the Huntingion s disese gene homoloqus, Mat Genet 1985 11155
183

Zertella PM, Corona G5 y Sakdafia BY. Toxicklad del axigeno: Papel de los Radicales Litves an 1
Peroideciin de Lipidos Vol 13 No. 3 pp 87-83 19594

Zwan LL de, Meeman JH, Commandeur JN, Vemeulen NP, Biomarkers of free radical damage
appications in expenmental anémals ard in umans. | Free Radic Biol Med, 1090 26{1-2) 202-28

|



	Portada

	Índice
	Resumen

	Introducción

	Capítulo II. Proceso Metodológico

	Capítulo III.
Resultados 
	Capítulo IV. Discusión 
	Capítulo V. Conclusiones

	Bibliografía




