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RESUMEN 

El ácido quinolínico (QUIN) es un metabolito endógeno del L·triptofano que se forma 

en la vía de la kinurenina en el SNC y favorece la generación de eventos tóxicos en 

el SNC, tales como la generación de radicales libres (RL), la peroxidación de lípidos 

(PL) y el estrés oxidativo. El QUIN presenta actividad excitotóxica cuando actua 

como agonista en receptores para N·melil·O·aspartato (NMDA). Estos receptores 

son canales permeables a cationes y su activación prolongada, junto con la entrada 

masiva de calcio (Ca2+), conduce a eventos tóxicos tales como alteraciones en el 

melabolismo energético, daño oxidativo y muerte celular por apoptosis. Además, es 

utilizado para producir un modelo experimental de la Enfermedad de Huntington en 

ralas. Uno de los factores comúnmente asociados a la producción de RL en 

neuropalias humanas es el depósilo de fierro en el cerebro. Por su parte, el cobre 

(Cu2+), un melal abundante en SNC, está presente en múltiples complejos 

enzimáticos; p.ej., ceruloplasmina, que es el principal transportador de Cu al cerebro 

e interviene en la oxidación de Fe (11) a Fe (111), un paso necesario en la movilización 

y detoxificación del Fe, regulando así la actividad redox. Recientemente se ha 

propuesto que el Cu2
+ ejerce un papel modulador sobre la actividad· de receptores 

NMOA. lo que sugiere que bien podría tener un efecto protector sobre la 

neurotoxicidad inducida por el QUIN. En este trabajo evaluamos el papel de una 

administración sistemica aguda de Cu sobre marcadores de neurotoxicidad inducida 

por el QUIN in vivo. Para ello se emplearon ratas Wistar machos (2()()"250 g, n=6-8). 

Los grupos experimentales fueron los siguientes: 

a) Un primer grupo de animales recibió dosis de 2.5, 5.0 Y 7.5 mg I kg de CuSQ" 

i.p. 30 minutos antes de la lesión intraestrital con QUIN. En éstos se evaluó la PL 

basal y la producida por el QUIN. 

b) Después de demostrado el efecto protector del CuSO ... éste se probó contra el 

asCOfbato, el cual ha sido demostrado que puede disminuir los niveles de cobre en 

ciertas regiones cerebrales. 
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c) Otro grupo de animales fue tratado con la dosis única de 5.0 mg/kg de CUS04 

que fue la que demostró un mejor efecto contra la PL y una menor tasa de 

mortalidad. Con el mismo tratamiento, después de 6 días de la lesión intraestrital 

con QUIN se tomaron muestras para una comparación de los niveles de GA8A por 

HPLC. 

d) En un tercer grupo de animales con la dosis seleccionada de CUS04 y después 

de la lesión con QUIN se recolectaron muestras de liquido cefalorraquídeo (LCR). 

Con estas muestras se cuantificó la actividad de la ceruloplasmina (Cp). 

Dentro de los resultados se puede resaltar que el CUS04 atenua los daños 

producidos por el QUIN en la PL, además de mantener los niveles de GA8A con 

respecto al control. El Cu también induce la actividad de la Cp en LCR después de 

la lesión con QUIN: éstos resultados sugieren que el cobre puede estar 

involucrado en el proceso de bloqueo de receptores para NMDA, actuando como 

un antagonista para estos receptores, o quizás pueda reaccionar con el QUIN de 

tal forma que se presente una inhibición de tipo no competitivo además de una 

protección en la formación de RL debido a que aumenta la actividad de la Cp. Lo 

que es evidente es que los daños bioquímicos producidos por el QUIN se ven 

atenuados por el tratamiento agudo con CUS04. 
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INTRODUCCiÓN 

LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON 
Características generales de la enfermedad 

Esta enfermedad, que se distingue por la triada de herencia dominante, 

careoaletosis y demencia, conmemora el nombre de George Huntington. 

Huntington describió la enfermedad en un grupo de emigrantes ingleses de long 

Island y se creia que la ¡¡milanta dependía de los ancestros (Joyn! y cols.,1990). 

Huntinglon ofreció una descripción suscinla y gráfica de la enfermedad que basó 

en observaciones de los pacientes que su padre y abuelo habían atendido durante 

su ejercicio profesional en East Hampton. En 1872 George Huntington describe la 

COfea hereditaria en un discurso ante la Meigs and Mason Academy of Medicine y 

que se publico mas tarde en Medical and Surgicaf Reporter (Raymond 1999): 

"Esta es entendida generalmente por tocios los síntomas de corea 

común solo en un grado exagerado, casi siempre se manifiesta 

hasta la vida adulta o intermedia y comienza gradualmente por 

seguros y graduales incrementos. Cuando ellos o algunos 

parientes mostraron manifestaciones de la enfermedad y más 

especialmente cuando estas manifestaciones fueron de naturaleza 

grave, uno o más de los descendientes casi invariablemente 

sufrirán por la enfermedad si ellos viven hasta la edad adulta. la 

tendencia de locura y en algún tiempo esa forma de locura 

conduce marcadamente al suicidio. A medida que la enfermedad 

progresa, la mente comienza más o menos a pe~udicarse , 

provocando una mayor cantidad de demencia deteriorando el 

cuerpo y la mente gradualmente hasta la muerte, relevándolos de 

su sufrimiento (tomado de Joynt y cols., 1990)". 

Actualmente se sabe que la enfermedad de Huntington (EH), como 

actualmente se le conoce, es un desorden degenerativo, caracterizado por daño 

cognoscitivo, disturbios emocionales y movimientos involuntarios de tipo corea se 
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presentan principalmente entre la tercera y quinta década de vida del paciente 

(Jenkins y cols 1993), causado por una expansión de mas de 40 repeticiones del 

trinucle6tido CAG en un gen de herencia autos6mico dominante localizado en el 

brazo corto del cromosoma 4, llamado IT15 (ver Fig. 1), que codifica para una 

proteína de 348 kDa llamada huntingtina (hU), y de cuya longitud depende la edad 

de iniciación de los síntomas (Gusella y cols., 1983; Brouillet y cols., 1999). 

Mapeo genético del cromosoma 4 

IJD ... 

m~ 

FIg. 1 Se _ el fI'OOII*) ~ del CI'IlOTdCI'nI 4. iUIJIndo el Ioc>.a 
~ de 111 EH. ~ <k hIIp~,RI;Ili~goWo;gi. 
bi'llSCIENCE9S1chr7"1 

Los pacientes que padecen esta enfermedad tienen una sobrevida de 20 

años en promedio después de la aparición de los primeros sintomas (Raymond 

1999). La prevalencia en el ámbito mundial se estima de 5-10 casos por cada 

100,000 personas. La presencia de la EH es alta en el oeste de Escocia. En la 

región del lago Maracaibo en Venezuela hay una prevalencia de 1,000 a 7,(X)() 
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casos por cada 100,000 personas y en ciertos grupos étnicos tales como los 

japoneses y los afroamericanos, el número de casos reportados es bajo. Se 

especula que la presencia de la enfermedad en estas zonas se deba a algunos 

factores, tales como los patrones de migración de las poblaciones, el aislamiento 

geográfico y los factores genéticos ( Hayden, 1981 ; Conneally, 1964). 

Caracterlsticas histopatol6gicas 
la apariencia general del cerebro de los pacientes que mueren a 

consecuencia de la EH es anomal. Usualmente el tamaño del cerebro es pequeño 

y con atrofia visible media a moderada de la corteza cerebral , preferencialemente 

en los lóbulos frontales y parietales (ver Fig 2). En muchos casos, el peso normal 

del cerebro disminuye de un 20 a 30 %. la atrofia caracteristica del caudado 

putamen (conocido como cuerpo estriado) se asocia a la dilatación de los 

ventriculos laterales. Se ha observado que el caudado-putamen es el mayor sitio 

de patologia del la EH donde el 90 % de las neuronas están dañadas y hay una 

vulnerabilidad diferencial en la población neuronal; es decir, que hay preferencia 

por las neuronas estriatales espinosas medianas (8eal , 1986), En contraste, las 

neuronas no espinosas largas y las neuronas espinosas no largas están 

protegidas (Ferrate y 0015., 1993). 

-,"<Dria.I1oa Y Ilmf .. d<I nÍl<:kl<> ca<>dodo>. 
R<htrl Sc~,."dt. II'D,~'~g''''' Um .... "'I)'. Sr. 1Af,,,. MO. 
1onp11www.n<bi .nbn.n"".ypvleP-bmlSCIENCE96IdIr?~ 
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Características histopatológicas 
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 están 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. 

Tabla 1 Cambiós en las concentraciones de lagunas moleculas en la EH 

DA 

GABA 

Cambios pequeños o nulos 
Disminuye hasta un 60 % Y la actividad de la GAD se encuentra 
disminuida 

SpoI< .. , 1980; CaITa&co, 1986; BiId 
1980. 

BiId, 1974; Se"-rez. 1984. 

Ach Seencuentra una disminución de la enzima Acetilcolintra-lsferasa Sehwarcz, 1984; McGeefycols,l973 

NA Normales o relativemente aumentados Spokes,l980 

Las concentraciones estriatales de 5-HT permanecen normales o 
ligeramente aumentadas, mientras que en el líquido 

5-HT cefalorraquídeo permanecen normales. Sehwarcz, 1984 

Es un neuropéptido encontrado en los ganglios basales, postulado 
como neurotransmisor excitador de la via eferente del estriado a la 

Sustancia P substancia nigra, y se ha encontrado que en la EH está disminuido . Galo, 1978 

Este péptido se encuentra disminuido en los ganglios basales de 
enfermos coréicos, especialmente en gIobus paDidus Y la 

CCK substancia nigra. R_ycols,l988 

En el neoestriado la metencefálina se encuentra marcadamente 
Metencefálina disminuida R_ycas, 1988;Aroni, 1983 

Somatostatina En la EH las concentraciones de somatostatina y neuropéptido Y 
y neuropéptido en el cuerpo estriado se encontraron aumentadas hasta tres veces 8eal1986; o-t.-n col 1985; 

Y: más de lo normal. Per1dns ycas., 1983 

Etiología de la EH 

A pesar del descubrimiento del gen de la EH, aun no se ha encontrado la 

etiología de la enfermedad, existen varias hipótesis que tratan de explicar la 

neurodegeneración existente en esta enfermedad, sin embargo ninguna es del 

todo convincente, y además no son excluyentes entre sí, por lo que se cree que 

más de una podría estar participando dentro de la degeneración que se presenta 

en esta enfermedad. Recientemente se ha postulado que la pérdida de función de 

la htt mutada puede estar asociada con la patogénesis de la enfermedad 

(Cattaneo y cols. , 2001). Sin embargo, estos datos sugieren que un bloqueo o 
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represión de la expresión del alelo expandido puede no ser suficiente para detener 

todos los mecanismos patológicos involucrados en al EH. 

Otro factor asociado puede ser la expresión del receptor mGluRS (Receptor 

metabotrópico a glutamato) que se presenta en las neuronas espinosas medianas, 

conduciendo esto a una susceptibilidad de estas neuronas a un daño excitotoxico 

(Testa y cols., 1995). Otro proceso involucrado con la EH es la disfunción 

mitocondrial , por lo que ésto ha sido utilizado para crear algunos modelos 

experimentales de la enfermedad. Existen hipótesis que involucran la acción de 

una toxina producida por alteraciones en procesos metabólicos durante el 

desarrollo de la enfermedad. Se ha postulado que cambios en el metabolismo del 

triptofano pudieran estar involucrados en la patogénesis de la enfermedad (Seal y 

cols., 1986; Reynols, y cols., 1988; Perkins y cols., 1983); debido al metabolismo 

del L-triptofano por la via de la kinurenina, se sintetizan como metabolitos el ácido 

quinolinico (ácido 2,3-piridindicarboxilico, QUIN) y el ácido kinurénico (KYNA) 

ambos productos de la kinurenina (KYN). 

Receptores glutamatérgicos 

La hipótesis de la participación de los receptores glutamatérgicos en la 

muerte neuronal asociada a las enfermedades neurodegenerativas fue 

originalmente propuesta por Olney y col. , (1986) con esto la disfunción de las vias 

glutamatérgicas se ha implicado en varios desórdenes neurodegenerativos del 

Sistema Nervioso Central (SNC) tales como algunos casos de epilepsia (Fisher, 

1991), la EH (Albin 1990), la enfermedad de Parkinson (Turski, 1991), el complejo 

SIDA-demencia (lipton, 1991) y la enfermedad de Alzheimer (Jansen, 1990). 

Además, los receptores glutamatérgicos están involucrados en la inicia.ción y 

propagación de las crisis convulsivas epileptogénicas, debido a una activación 

excesiva de ellos, obteniéndose corno resultado una muerte neuronal masiva que 

puede ocurrir también durante los periodos de isquemia e hipoglucemia (Choi, 

1995; Fisher, 1991) .. 
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En general , esta hipótesis propone que la muerte neuronal es causada por 

la concentración excesiva de uno o varios agonistas endógenos de los receptores 

para aminoácidos excitadores ME, incluyendo a los ácidos glutámico y aspártico, 

los neurotransmisores que clásicamente activan estos receptores (Nicoll, 1990). 

Los primeros receptores glutamatérgicos caracterizados fueron aquellos 

asociados a canales iónicos selectivos a cationes, también llamados receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos (Sperk, 1992). Posteriormente, gracias a estudios 

electrofisiológicos, se propusieron tres tipos diferentes de receptores 

glulamalérgicos (ver fig. 3}que se denominaron inicialmente como: kainato, 

quisqualato y NMDA, refiriéndose a su ligando farmacológico preferente. También 

se propuso un cuarto grupo: receptores presinápticos afines al derivado fosfonato 

del glutamato, ácido fosfonobutírico (APB) (Choi, 1995, De Deyn y cols. 1992; 

Wesbrook, 1994). Se postuló que las tres primeras clases de receptores están 

unidos a canales catiónicos de membrana (Westbrook , 1994). Por lo tanto, los 

receptores para AEE pueden clasificarse en tres subtipos generales: 

1) Receptores ionotrópicos para NMOA. 

2) Receptores no NMDA (MIlPA y Kainato) 

3) Receptores metabotrópicos 

Los receptores a NMOA son los receptores glutamatérgicos más conocidos, 

están acoplados a canales catiónicos modulados por Mg2*; el Mg2* extracelular 

bloquea los incrementos de Ca2* en respuesta al estímulo de receptores NMDA de 

manera voltaje dependiente, por lo que se necesita una despolarización 

persistente de la membrana para que se lleve a cabo la apertura del canal; 

también se caracterizan por su alta conductancia y permeabilidad a Ca2* y al Na' . 

Este tipo de receptores juegan un papel crucial en las funciones cognitivas, 

así como en diversos procesos patológicos ya que hay una mayor densidad de 

éstos en el hipocampo, siguiéndole la neocorteza, el cuerpo estriado, el tálamo, y 

en las terminales dopaminérgicas nigroestriatales (Martínez-Fong, 1992). En el 

cuerpo estriado los receptores a NMDA se encuentran en las células espinosas, 
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las cuales en la EH son las más susceptibles a la muerte (Choi, 1988; De Deyne, 

1992 Wesbrook, 1994). 

Fig.3 PROCESOS MEDIADOS POR RECEPTORES DE GUJTAMATO, QUE CONTRlBUYEN AL 
ESTRÉS OXIDA llVO. Cuando el receptor es activado, el canal de calcio asociado cambia su conformación 
inaementando la penneabitidad para este ión, produciendo asi una señal propag.sble. Cualdo grandes 
concentraciones de calcio invaden el citosol celular, se generan eventos tóxicos entre los cuales destlK3l 
cambios drásticos en le m<tabolismo energético de la célula, alteraciones en la fosforilación oxidativa, 
a<1ivación de lipasas y proteasas, generacion de radicales libres, estrés oxidativo y fmabnmte muerte celuar. 
(Coyle T.J. Y Punarckm P. Science vol 262 689-69S,I993) 

Los receptores a NMDA se pueden activar selectivamente por varios 

compuestos endógenos que incluyen al L-aspartato, el homocisteato y el QUIN, 

requiriéndose el coagonismo de la glicina. La acción 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 fármacos que se unen al sitio fenciclidínico 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 unión del 

coagonista glicina realizado por kinureninas. 

Estrés oxidativo y efectos Bioquímicos 

El estrés oxidativo puede ser definido como un estado en el cual la 

exposición a radicales libres u otros oxidantes induce a cambios en las funciones 

normales o en la sobrevivencia misma de las células (Santamaría, 1995). Existe 

una hipótesis que explica el daño oxidativo acumulativo, asociado con un retraso 
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principal y progresivo en esas condiciones, así como evidencias acerca de que la 

activación excesiva de los receptores glutamatérgicos es una importante fuente de 

estrés oxidativo (Halliwel ,1984). 

Dentro de los efectos de los radicales libres encontramos la reacción y 

combinación con biomoléculas, originando la degradación peroxidativa de ácidos 

grasos polinsaturados (peroxidación de lipidos) e interacciones glucosa-proteína o 

glucosa-lipido (glicación), y modificación oxidativa de aminoácidos (Uchida, 2000). 

Un gran número de aldehídos reactivos derivados de la peroxidación de lípidos 

han sido implicados como agentes causales en el proceso citotóxico iniciado por la 

exposición de sistemas biológicos a agentes oxidantes (Uchida, 2000). 

Modelos experimentales de la EH 

Con base en las diferentes hipótesis de la etiología de la enfermedad se 

han diseñado diferentes modeJos experimentales para tratar de esclarecer los 

mecanismos de la enfermedad, en estos modelos se trata de reproducir algunas 

alteraciones típicas de la ~nfermedad, como son las características conductuales, 

histológicas, fisiológicas y bioquímicas. Por tal motivo, se han utilizado moléculas 

con efecto neurotóxico como el QUIN, el ácido kaínico (AK), el ácido ibótenico 

(lBO), o moléculas que afectan directamente el metabolismo mitocondrial como el 

ácido 3-nilropropiónico (3-NP) y el malato que inducen un daño patológico similar 

al estriado de ratas que se produjo en otro modelo para la EH (Beal y cols 1993, 

Brouillet y cols 1995). De éstas, destaca el QUIN como mejor modelo experimental 

para producir las características de la EH, ya que esta neurotoxina es un 

metabolito que se produce de manera natural en el tejido cerebral, por 10 que se 

ha postulado como un factor en la etiología de la enfermedad (Watkins y Evanns 

1981 ). 

En 1986, Beal y cols, realizaron un estudio inmunohistoquimico comparativo 

entre múltiples sustancias neuroexiladoras y sus efectos neurotóxicos sobre el 

cuerpo estriado de la rata, evaluando alteraciones morlológicas y sus perfiles 
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neuroquímicos de esta región. Se midieron los niveles de somatostatina, 

neuropéplido Y, sustancia P, vasopresina, GABA y DA después de la 

administración de los ácidos nicotínico, ftálico, kaínico, quinolinico y N-metíl·D

aspartato (NMDA) en varias concentraciones. los ácidos iboténico, kaínico, 

quinolínico, y NMDA redujeron también signíficativamente la inmunoreadividad a 

la sustancia P, y los niveles de GABA. como en la enfermedad. Exceptuando al 

QUIN, las otras Ires sustancias disminuyeron la inmunorreactividad a la 

somatostatina y al neuropéptido Y, contrario a lo que ocurre en la EH (ver Tabla 

2) 

Aoh 

Sustancia P 

t 
t 

t 
t 

DA l NC NC 
Somatostatina .. NC 

NeuropépUdo Y + NC 

'la administración de los tres ácidos (KA, IBO, QUIN) en el cuerpo estriado 

produjo una zona de necrosis circundada por un área de pérdida total de 

neuronas. Sólo el QUIN manluvo intactas a las neuronas que contenían 

somatostatina y neuropéptido Y, lo cual se atribuyó a la capacidad de dichas 

neuronas para metabolizar el QUIN (Vincent y ools, 1983) por lo que se postuló 

que estas neuronas podrían captar el QUIN y metabolizarlo. Después de este 

estudio, el QUIN se ha considerado como la mejor molécula para reproducir la 

EH. 

Ácido-3-nitropropiónico 

ludoph y cols. (1991) investigaron la participación de toxinas que mimetizan 

la EH por inhibición de la actividad respiratoria mitocondrial. Estos investigadores 

encontraron que el 3-NP, una toxina que inhibe el metabolismo energético y que 

está presente en el ambiente en hongos y plantas, causa dai"lo neural en el $NC. 
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El mecanismo del daño es a través de la inhibición de la succinato 

deshidrogenasa, enzima que juega un papel central en la cadena de transporte de 

electrones y en el ciclo de Krebs o de los ácidos Iricarboxílicos. Se ha observado 

que las inyecciones intraestriatales del 3-NP en ratas producen lesiones neurales 

en forma dosis-dependienle, que se manifiestan con presencia de gliosis y pérdida 

neural. las características neuroquímicas del modelo fueron una disminución de 

GABA, sustancia P, somatostatina, neuropéptido Y y de DA (Brouillet y col. , 

1993). la administración subaguda provoca desarrollo de movimientos lentos y 

postura dist6nica en las ratas. la administración crónica realizada en primates 

produjo movimientos desordenados parecidos a los que se observan en la EH 

(Koutouzis y col. , 1994 y Broulliet y col., 1993). 

Modelos transgénicos 

Desafortunadamente, los estudios desde el descubrimiento de la mutación 

del gen, lejos están de conducir al entendimiento del fundamento de los procesos 

neurodegenerativos o del descubrimiento de una terapia efectiva, sin embargo, el 

descubrimiento del gen responsable, así como del prod~o de expresión, han 

podido establecer una línea de investigación alterna, la cual se basa 

principalmente en la manipulación genética de diferentes especies entre las cuales 

están el modelo en Drosophila, Caenorabdilis elegans y ratón, Cada modelo 

presenta ventajas y desventajas dado que ninguno puede reproducir 

completamente la patologia humana (Bates y cols 1997; Brouillet y cols 1999; 

Menalled y Chesselet 2002; Rubinsztein 2002). 

los modelos transgénicos son generados a partir de un gén de un paciente 

con EH el cual es · introducido en ovocitos fertil izados, por varias razones 

incluyendo el tiempo de expresión de las características fenotípicas y algunas 

bioquímicas se ha seleccionado al ratón como una especie en la cual se han 

desarrollado diferentes líneas de transgénicos para diversas enfermedades 

incluyendo la EH. 
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Dentro de los modelos desarrollados por este tipo de técnicas éstan el 

modelo del cONA del grupo de Tagle (1998) que expresa el cONA completo de la 

hU humana con 16, 48, o 89 repetidos; el modelo transgénico condicionado el cual 

cuenta con un sistema Tet-off y el promotor CamKlI el cual permite regular la 

expresión del gen (Yamamoto y cols. , 1999; Yammamoto y cols., 2(00); el ratón 

Knock-out con mutaciones nulas del gen de la hit (Duyao y cols., 1995; Nsir y 

cols. , 1995; Zeillin y cols., 1995); y el modelo del exón 1 desarrollado por 

Mangiarini y cols en 1996 el cual lleva un fragmento de 1.9 kb del DNA que 

contiene el promotor, el primer intrón y el primer exón de un paciente con EH. 

Tratamientos en la enfennedad de EH 

Actualmente no existe terapia o cura efectiva que pueda disminuir el 

deterioro mental y motor que sufren los pacientes con EH (McMurray, 2(01) pero 

existen diferentes estrategias terapéuticas para disminuir los síntomas 

ocasionados por la enfermedad, así como el consejo genético para los afectados 

por esta. Con base en las diferentes hipótesis para tratar de explicar la 

fisiopalogénesis de esta enfermedad, se han diseñado una serie de estrategias 

que lleven al alivio o detención del progreso de la enfermedad. 

Antioxidantes y moléculas atrapadoras de radicales libres 
Se han utilizado varios compuestos que pueden disminuir la formación de 

radicales libres, los cuales son los que más se ha estudiado y desarrollado en los 

últimos años. 

Un enfoque interesante para la prevención del daño neuronal es la 

inducción de la síntesis de una proteína neuroprotectora: la metalotioneina. Esta 

proteína tiene en su estructura un tercio de residuos de cisteina y a través de 

estos procesos posee alta afinidad por los radicales hidroxilo (Sato y Bremner., 

1993), los metales de transición (Kagi y Schaffer, 1988) y aún el óxido nitrico 

(Schwarz,1995) por lo que es una opción interesante poco explorada de 

tratamiento neuroprotector . 
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El desarrollo de nuevos y potentes antagonistas farmacológicos para 

receptores a ME se ha empleado en EH, entre otros padecimientos 

neurodegenerativos, como el clorhidrato de remacemida (Schilling y cols., 2001 ; 

Ferrante y cols., 2002). Debe resaltarse la investigación que se ha realizado con 

los antagonistas de los receptores a NMDA, que parecen mediar una protección 

efectiva en todos los modelos experimentales de neurodegeneración. Un problema 

con estos ültimos antagonistas es que pocos de ellos logran atravesar la Barrera 

Hematoencefalica y los que lo hacen provocan eventos neurotóxicos (Sagratella 

1995). 

Restablecimiento de la fosforilación oxidativa 

Es quizás la altemativa menos investigada y oonsiste en administrar 

substancias que aumenten la eficacia de la fosforilación oxidativa. la coenzima 

QlO, por ejemplo, es un componente esencial en la cadena de transporte de 

electrones en donde funciona tanto como aceptar como donador (Przyrembel , 

1987). Se ha propueto que la conzima Q lO puede subsanar un defecto en la 

cadena de transporte de electrones y se ha empleado con éxito en la prevención 

del daño neuronal en la EH (Schilling y cols., 2001 ; Ferrante y cols., 2(02) así 

como el ácido taurodesoxic6lico (Keene y cols., 2(02), sin embargo, se ha 

observado una mejora limitada en pacientes. 

Transferencia de Genes al Sistema Nervioso (SN). 

la introducción de material genético nuevo al SN es una técnica 

relativamente nueva que promete tener grandes resultados, sobre todo para la 

corrección de defectos del ONA que producen trastomos neurol6gicos. 

Inicialmente, el envío de genes al cerebro se realizó mediante el transplante de 

células periféricas modificadas in vitre hacia el cerebro (Fisher y Ray, 1994). los 

resultados de estos estudios indicaron que las células transplantadas sobrevivian 

y eran funcionales. Recientemente, se han desarrollado otras estrategias como 

son: 

a) Transferencia usando vectores retrovirales (Frim, 1993). 
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b) Inyección de RNA mensajero (Macieje'NSki-lenoir, 1993) 

c) Tecnologia antisentido. (Stein, 1993) 

GANGLIOS BASALES (NÚCLEOS CEREBRALES) 

Consideraciones Anatómicas y Fisiológicas 

En estados de salud, las actividades de fos ganglios basales y del cerebro 

están mezcladas con los sistemas corticoespinal y corticomesencefaloespinales. 

las actividades posturales estálicas del primer sistema son indispensables para 

los movimientos voluntarios del último (Joynt 1990). 

los ganglios basales (núcleos cerebrales) son masas que se encuentran en 

partes de materia gris en cada hemisferio cerebral (Fig 4 Y 5) (Tortora 1998). El 

mayor de los ganglios basales de cada hemisferio es el cuerpo estriado (corpus = 

cuerpo; striatum = estriado). Está formado por el núcleo caudado (cauda =cola) y 

el núcleo lenliforme (Ienticula =con forma de lente o lentes). El núcleo lentiforme 

se divide en una porción externa que se llama putamen (putamen = corteza) y una 

porción medial que se llama globus pallidus (globus =balón; pallid = pálido) 

(Tortora 1998). Otras estructuras que con frecuencia se consideran parte de los 

ganglios basales son la sustancia nigra, el núcleo sUbtalámico, y el núcleo rojo 

(Tortora 1998). 
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los ganglios basales se interconectan por medio de muchas fibras. 

También se conectan con la corteza cerebral, tálamo e hipotálamo. El núcleo 

caudado (cuerpo estriada) y el putamen controlan los movimientos subconscientes 

más importantes de los músculos esqueléticos (Tortora 1998). El cuerpo estriado, 

que es la parte receptora · de los ganglios basales, recibe fibras organizadas de 

manera topográfica provenientes de todas partes de la corteza cerebral. Denny· 

Brown y Yanagisawa, quienes estudiaron los efectos de la resección de 

estructuras piramidales individuales en el macaco, concluyeron que los ganglios 

basales funcionan como cierta clase de centro distribuidor en el que, durante un 

movimiento intentado o proyectado, se faci litan las actividades de un grupo y se 

suprimen todas las otras que son innecesarias (Tomado de Raymond 1999). Un 

aspecto de importancia máxima de la estructura y función de ganglios basales, 

que sólo se apreció hace poco, es la falta de equivalencia de todas las partes del 

cuerpo estriado. Hay tipos de células y zonas celulares en particular dentro de 

esta estructura que parecen tener funciones receptoras y ejecutivas diferentes 

(Raymond 1999), por lo que se han delineado dos sistemas principales de fibras 

estriatopalidales: 

1) Una vía directa estrialomedial palidonigral (parte reticulada), a la que 

activan las proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza 
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sensitivo-motora y proyecciones dopaminégicas nigroestriatales (parte 

compacta) 

2) Un circuito estriatolateral , palidosubtalamomedial y palidonigral indirecto, 

Este último, en contraste con la acción excitatoria de la vía directa, utiliza a 

un mediador dopaminérgico que es inhibidor (Raymond 1999). 

Consideraciones Farmacológicas 

Aunque los fisiólogos fracasaron durante años para descubrir las funciones 

de los ganglios basales en sus experimentos de estimulación y resección burda, 

los clinicos se percataron de que el empleo de ciertos fármacos, como la reserpina 

y las fenotiacinas, producían con regularidad síndromes extrapiramidales 

(parkinsonismo, coreoatetisis, distonia). Estas observaciones estimularon en gran 

medida el estudio de sustancias transmisoras en el SNC (Tomado de Raymond 

1999). Se trata de sustancias sintetizadas y almacenadas en las terminaciones 

presinápticas y descargadas, como reacción a estímulos apropiados, a través de 

las hendiduras sinápticas para combinarse con sitios receptores específicos sobre 

la célula posináptica (Pearson cols., 1990). 

La opinión actual consiste en que el control ganglionar basal integrado de 

los movimientos se puede entender mejor si se consideran, en el contexto de la 

anatomía, los efectos fisiológicos de los neurotransmisores que envían señales 

entre la corteza, el cuerpo estriado, el globo pálido, el núcleo subtalámico, la 

sustancia nigra y el tálamo (Raymond 1999). 

Las sustancias neurotransmisoras más importantes desde el punto de vista 

de la función gangliO/)ar basal son glutamato, ácido gama-aminobutirico (GASA), 

dopamina, acetilcolina, y serotonina. Sustancia P y encefalina desempeñan 

funciones subsidiarias en las vías del GASA (Raymond 1999). El glutamato, es 

probablemente, el neurotransmisor de las proyecciones corticoespinales 

excitatorias y de las neuronas excilatorias del núcleo subtalámico. El GASA es el 
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neurotransmisor (inhibitorio) de las neuronas estriatales de proyección, del globo 

pálido y de la sustancia nigra (parte reticulada) Fig. 6 (Raymond 1999). 

FI9- • Esquema de ....... lrMn'IiIIoras prir'IcipaIN y .... eIecI .. aotn k» cin:tiIoa oon¡.' ..... hI!!r'íeoII. lOII 
cll"ClD y n,.. de co:b negro Indican _ QDn efeclOlll e:odaIcrIo& Y 10$ circo..b y n.- .". ..... Indicaon 
inlltJel'oc8s inhibiIorIIs. Se cree q..e el segmento ir'>Ierr<I (mediIII) del GIobG pIIIida (GPf) Y la ZIlnII ~ de la 
~ ~ ($Nt).,;túa como UIlI ..-.tidId q..e se Pf"O')'eCta • u...- de _ que cooIIenen GASA hiel. el 
~ (nIÍCIaOS .... II"."" .. y ...e!'!Iron1Wlores) Y tIICOI k» núcIao& ~ (Pf'1oI). lis neuronas 
do¡:a,.o6ogiels que se ~ en la pWle ~ de la ltI5III"ICiI .... ($Nc) ~ ~ e>d.oI:orII 
lICIbre UIlI porción del cuerpo MIriIdo. Y IJ:'I ~ inI'IibMrIo aotn la porción del cuerpo MIriIdo que se ~ 
haciII la p¡m ftIemII (lateral) del gIabo pMdo(GPe) Y el núcleo subtai*nico (5TH). s.-'IdiI P Y ent:eIaIina 
adúIn como ~ mocUIdore8 f*lI GASA en las .1_ q..e se proytdan desde el cuwpo MIriIdo. 
(¡JtI - gIIbr!WII; DA · dopan'kII). (TtwIds NfHJrosd 13:266.1gg(1) 

Consideraciones Patológicas 

En 1919, Wilson describió por primera vez con bases clínicas, y demostró 

así, al síndrome motor extrapiramidal que se conoce en la actualidad. En la 

enfermedad que ahora lleva su nombre, y que él llamó degeneración 

hepatolenticular, la anomalía más sobresaliente en el Sistema Nervioso (SN) era 

una degradación de ambos putámenes a veces hasta el punto de la qlvitaci6n 

(Raymond 1999). 

Los estudios clínico-palológicos de la Enfermedad de Huntington, a partir de 

los de Meyner (1871) Y seguidos por los de Jelgersmas (1908) y Alzheimer (1911), 
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relacionan el trastomo de los movimientos lo mismo que la rigidez con pérdida de 

células nerviosas en el cuerpo estriado (tomado de Raymond 1999). 

Inyecciones de un antagonista de GABA, bicuculina, en la porción palidum 

lateral de primates produce corea. La inyección similar en el estriado no 

fundamenta el resultado en corea , excepto cuando ocurre una difusión del palidum 

adyacente (Bird 1980). En 1920, Oskar y Cecile Vogt ofrecieron una descripción 

detallada de los cambios neuropatol6gicos en varios pacientes que habian estado 

afligidos por careoatetosis desde la primera infancia (Klatzo 2(03). Tretiakoff en 

1919 fue el primero en demostrar la afección sostenida de la sustancia nigra en los 

casos de parálisis agitante (Raymound 1999). 

En la tabla 3 se resumen las correlaciones clinicopatológicas aceptadas por 

la mayoria de los neurólogos, pero debe insistirse una vez más que hay aún 

mucha incertidumbre en cuanto a los detalles más finos (Raymound 1999). 

Tabllo 3 Tomada de l'rIncipioe de netRIogle (AdIms, VIcIor, ROClIl« 6"edición) 
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En términos amplios, los trastornos motores se pueden considerar 

constituidos por déficit funcionales primarios (o síntomas negativos) y efectos 

secundarios (o síntomas positivos), estos últimos atribuidos a la descarga o a la 

desinhibición de la actividad de partes no lesionadas del Sistema Nervioso Motor 

(Raymond 1999). Como los déficits primarios o síntomas negativos aparecen 

bradicinesia y acinesia y pérdida de los reflejos posturales normales, temblor, 

rigidez y movimientos involuntarios (corea, atetosis, balismo y distonía) como los 

positivos (Raymond 1999). 

LA VíA DE LA KINURENINA 

Esta vía ha sido descrita tanto en hígado como en cerebro de; humanos, 

primates no humanos, roedores y mamíferos menores (Stone 1993). No fue sino 

hasta 1947 que la vía de la kinurenina (ver fig. 7) fue reconsiderada como una 

mejor ruta para la transformación del triptofano periférico a nicotinamida (NAO) y 

sus nucleótidos conjugados en el metabolismo de mamíferos (Beadle y col. 1947). 

Interesantemente, la importancia de vía de la kinurenina se centro durante 

largo tiempo en su función como generadora de NAO y como una mejor vía de 

distribución en casos de deficiencia de piridoxina, esta 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 más 

farmacólogos y neurocientíficos regresó al estudio del triptofano como un 

precursor de 5HT (Peters, 1991). Esta situación persiste con el descubrimiento del 

QUIN y el KYNA, dos metabolitos del triptofano formados en esta vía, en altas 

concentraciones en el hígado y que han mostrado un pronunciado efecto en la 

actividad neuronal, mostrando actividad en los receptores para aminoácidos 

excitadores (AEE) de neuronas centrales ( Stone y Perkins, 1981; Perkins y Stone, 

1982, 1983ayb) .. 

En el hígado, la primera reacción es una oxidación y apertura en el anillo 

indólico del triptofano, la cual es realizada por la enzima triptofano 2,3-dioxigenasa 

TOO (también conocida como triptofano pirrolasa) la cual se encuentra 
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principalmente en tejidos periféricos y tienen una especificidad por el sustrato l 

triptofano. la TOO depende de los niveles del grupo hemo, tiene un peso 

molecular de 47796 y un tiempo de vida media de aproximadamente 2 horas en 

los mamíferos, y su actividad es rápidamente modificada por la disponibilidad del 

sustrato (Bender, 1989). 

la administración del triptofano, induce fuertemente la actividad de la TOO 

por un mecanismo aparentemente no dependiente de RNA y síntesis de proteina, 

a un nivel en el cual gran parte del triptofano periférico es metabolizado por 

ruptura de su estructura y una pequeña porción está disponible para su 

penetración al SNC y su subsecuente metabolismo hacia la serotonina o las 

kinureninas. la consecuencia de dichos procesos es una profunda disminución de 

los derivados del indol del !riptofano en el SNC (Slone, 1993). la actividad de la 

TOO puede también ser inducida por glucocorticoides en un mecanismo que 

involucra la inducción de la síntesis del RNAm y de proteínas (Salter y Pogson, 

1985). 

Con base en que la TOO es activa solo sobre el metabolismo del l

triptofano, la administración sistémica de este aminoácido resulta en la producción 

de l-kinurenina por la formación previa de la N-formilkinurenina (Higuchi y 

Hayaishi. 1967). la enzima responsable de esto es también hemodependiente: la 

indolamina dioxigenasa (IDO). Esta enzima también depende de superóxido, y su 

actividad es regulada por la presencia de radicales libres generados por los varios 

sistemas, tales como el ascorbato, el azul de metileno y la xantina-xantinaoxidasa, 

pudiendo ser inhibida por la super6xido dismutasa (Hirata y Hayaishi, 1971). la 

IDO es también activada para metabolizar ell-triptofano y ell-5-hidroxitriptofano, 

la triptamina, la 5HT y la melatonina (Hirata y Hayaishi , 1971). Mientras que la 

TOO está presente en el hígado, la IDO está ausente en el mismo, pero presenta 

una amplia distribución en los tejidos intestinales, la placenta y particularmente en 

el cerebro de los mamíferos. Especialmente en el cerebro de la rata la enzima 

nuestra una gran actividad en el hipotálamo (Gal y Sherman, 1980 en Stone, 

1993). 
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Kinureninasa y kinurenina hidroxilasa 

La kinurenina hidroxilasa es la enzima que transforma la kinurenina a 3~ 

hidroxikinurenina, aunque la actividad de la kinurenina hidroxilasa también 

aparece en el cerebro, debido a que esta actividad es reducida con respecto a la 

de hígado, surgen algunas interrogantes acerca de la habilidad del cerebro de 

metabalizar sus propias kinureninas a lo largo de ésta via, desde 3-

hidroxikinurenina hasta el ácido 3~hidroxiantranilico. Sin embargo, ahora se sabe 

que la kinureninasa es también capaz de hidrotizar la l-kinurenina a ácido 

antranilico (Bender y Mc Creanos, 1982), y como consecuencia puede inducir 

hidroxilación sobre los ácido 3- o S-hidroxiantranílicos, lo cual explica la habilidad 

del cerebro para formar 3-hidroxiantranilato que a su vez puede entrar con 

facitidad al cerebro, constituyendo una alternativa para la activación de la vía, 

siendo este proceso independiente de la presencia de triptofano (Stone, 1993). 

Kinurenina aminotransferasa 

Otra alternativa para la l ·kinurenina es la conversión de la L·kinurenina a 

KYNA la cual ocurre por una transaminación irreversible (Kido, 1984; Noguchi, 

1991) catalizada por una enzima que se encuentra principalmente en la fracción 

mitocondrial astrocítica del cerebro de los mamíferos: la L~kinurenina 

aminotransferasa, sugiriendo que la vía de la kinurenina se lleva a caba 

preferencialmente en la glia (Okuno, 1991) Y no en las neuronas, lo que ha 

permitido postular que la secreción del KYNA ocurre desde las células gliales que 

estan en inmediata vecindad, hacia ciertos contactos sinápticos específicos, en el 

espacio extracelular. Cabe señalar que ésta es una enzima altamente selectiva 

por su sustrato (la l·kinurenina), en comparación con su baja afinidad por el l· 

triptofano, el L--a..glutamato y ell·aminoadipato, los cuales compiten pobremente 

por la enzima (Turski y col. 1989 en Stone. 1993). 

3·Hidroxiantranilato oxigenasa 

La conversión de 3·hidroxiantranilato (3·HA) a QUIN esta regulada por la 

enzima hepática 3~h¡droxiantranilato oxigenasa (3·HAO), involucrando la 
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producción inicial de semialdehído aminocarboximucónico, con el paso de una 

ciclización no enzimática del QUIN (Long y col. 1954). Otra enzima 

inapropiadamente llamada picolínico carboxilasa, descarboxila este intermediario 

a semialdehído aminomucónico. El último paso de una ciclización no enzimálica 

puede suceder con la formación del ácido picolinico (Cook y Pogson, 1983: Heyes 

y col. 1988). Esta confirmada la existencia de la 3-HAO en el cerebro de 

mamíferos, en la fracción citoplásmica soluble. La actividad de esta enzima no se 

ve afectada en presencia de varios aminoácidos excitadores, ni de triptofano y 

ácido kinurénico, aún en presencia de los dos juntos (Foster y col . 1986). 

Ácido quinolínico fosforribosít transferasa 

La ácido quinoHnico fosforribosil transferasa o OPRT cataliza la 

condensación del quinolinato y la fosforríbosil pirofosfato hasta la descarboxilación 

del intermediario conjugado de ácido nicotínico mononucleotido. La QPRT aparece 

en varias isoformas dependiendo del tejido en donde se encuentre, las enzimas 

detectadas en cerebro, hígado y riñón presentan diferente movilidad 

electroforética, así como propiedades moleculares diferentes al reaccionar con 

anticuerpos. La enzima puede ser inhibida por varios compuestos relacionados 

con el quinolinato (Okuno y SchwarC2, 1985). 

En el SNC, la OPRT fue originalmente localizada en la parte final del nervio 

dentro de la fracción sinaptosomal, aumentando la especulación de que ésta tenía 

una función primaria como potencial neuromodulador del papel del QUIN presente 

en el espacio extracelular y la activación de receptores glutamatérgicos de tipo 

NMDA (Foster y col. 1985). Por tal motivo se considera que esta enzima afecta los 

niveles del QUIN. Sin embargo, la actividad de. la enzima en el cerebro es menor 

que otras enzimas de la vía hepática de la kinurenina (Slone, 1993). 

La farmacología de las enzimas metabolizantes de las kinureninas no ha 

sido estudiada a profundidad, pero se sabe que muchas de éstas son afectadas 

por un gran número de antibióticos, y agentes psicotrópicos, así como por 
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estrógenos· (Mostafa y col. 1982). La vía de la kinurenina puede ser manipulada 

por la nicotinalanina, un análogo de la L-kinurenina. Originalmente fue reportado 

como un inhibidor potencial de kinunerinasa y kinurenina hidroxilasa (Decker, 

1963) demostrando que es capaz de elevar el contenido cerebral de KYNA, a 

expensas de la disminución de QUIN (Moroni y cols., 1991). 

En ratones con elevadas concentraciones cerebrales de KYNA, la 

nicotinalanina muestra un efecto protector, suprimiendo las convulsiones inducidas 

por pentilentetrazoles o electroshock., aunque se requieren concentraciones 

relativamente altas (Connick. y col. , 1992), constituyendo así, una alternativa, en el 

desarrollo de análogos de esta vía para emplearlos en los casos donde se obtiene 

una alta concentración de quinolinato, como ocurre en algunas infecciones virales. 

Kinureninas en el cerebro 
los primeros estudios acerca de la bioquímica de las kinureninas se 

situaban en tejido periférico. Aunque la actividad de la TOO fue reportada en 

cerebro (Gal y CO.,11966), fue hasta 1977 que apareció el primer reporte definitivo 

sobre la presencia de algunos productos de esta vía en el SNC (Joseph y col. 

1978). 

Aproximadamente el 40 % de la l-kinurenina detectada en el cerebro es 

sintetizada en este tejido. Se ha demostrado la presencia de la l-l<.inurenina en 

tejido de cerebro humano post mortem, y aunque no hay diferencias bien 

reportadas entre sujetos sanos y enfermos de esquizofrenia, la interpretación es 

complicada por un rápido incremento en el cerebro de las concentraciones de l 

kinurenina después de la muerte (Stone, 1993). 

El primer reporte de la presencia del QUIN en el cerebro (lombardi y 

col., 1983; Wolfensberger y col 1984) fue después del desarrollo de una técñica de 

espectrofotometria de masas que es sustancialmente sensible a los incrementos 

de QUIN con respecto a otros métodos, dando rendimientos de QUIN por debajo 

de 12 pmol/mg o 2.1 nmol/g de tejido de cerebro de rata(lombardi y coi., 1983). 
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Estos valores corresponderían a una concentración aproximada de 2J.1M en todo el 

cerebro, aunque fue reportado un grado de heterogeneidad lo largo de diferentes 

regiones del cerebro, existiendo niveles superiores en neocorteza (2.1 nmol/g) e 

inferiores en el estriado (0.6 nmol/g). Se demostró que el QUIN también está 

presente en cerebros normales humanos post mortem, presentando niveles 

notablemente similares a los de la rata y otras especies (Wolfensberger y col 

1984). 

la administración deltriptofano puede aumentar los niveles de QUIN y 5HT 

en cerebro de rata. Esto se observó de igual manera a partir de otros resultados 

en los cuales se midieron las concentraciones extracelulares de QUIN en el 

cuerpo estriado por el método de microdiátisis (During y col. , 1989). 

En pacientes con deficiencia nutricional de triptofano se observaron 

síntomas de alteraciones en el SNC, tales como alucinaciones, signos de 

confusión y demencia; estos signos pueden estar relacionados al incremento de la 

activación de los receptores para NMDA por elevación en los niveles del QUIN 

(slone, 1993). 

En un estudio con ratas de 3 días a 30 meses de edad, se observó un 

incremento en los niveles del QUIN dependiente de la edad (Moroni y col., 1984). 

Como una extensión de estos estudios, se analizaron tos contenidos de QUIN en 

muestras de cerebros de pacientes con demencia senil tipo Alzheimer (Moroni y 

coi., 1986). 

Farmacologia de las kinureninas 
la farmacología de las kinureninas, incluyendo el QUIN, esta íntimamente 

relacionada con los ME. Entre los transmisores endógenos considerados ME 

están l-glutamato, l-aspartato, homocisleina, y ácido cisteinsulfónico; son los 

principales candidatos y que aparecen actualmente como candidatos en varios 

subtipos de receptores neuronales (Watkins y Evans, 1981 ; Slone y Burton, 1988; 

Collingridge y lester, 1989). Dentro de éstos también se incluyen agonistas cuyos 
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materiales primarios son de origen exógeno, como son; NMDA, ácido kaínlco, 

AMPA, ácido-2-amin0-4-fosfobutanóico, y ACOP, 

Por otro lado, los receptores NMOA están involucrados en la determinación 

de la viabilidad de la célula, la sobreactivación de estos receptores resulta en una 

serie de eventos citot6xicos; estos pueden ser importantes para la explicación de 

la muerte de algunos grupos neuronales, como ocurre en la enfermedad de 

Alzheimer, desórdenes neurodegenerativos como la EH, y la esclerosis amiolrofica 

laleral, y algunos de los amplios daños resultados del infarto cerebral. En casos 

recienles, la hipoxia o isquemia se atribuye a un resultado en un flujo excesivo de 

glutamato, aspartato y posiblemente otros ME endógenos, resultando en la 

activación de receptores para NMOA y causando exicitotoxicidad. 

El primer reporte de la actividad excitatoria del QUIN fue el resultado de 

experimentos en la corteza cerebral de ratas anestesiadas; en cada una fue 

demostrado no solo que el QUIN puede excitar neuronas, con una aparente 

potencia similar al NMOA, pero algunas de esta excitaciones pueden ser 

prevenidas por antagonistas selectivos de receptores a NMOA, como el ácido-2-

amino-5-fosfopentanoico (2AP5) (Perkins, 1981). Mediante estudios de 

microiontoforesis se observó que el QUIN es aproximadamente un 25% tan activo 

como el glutamato y el aspartato (Stone y Perkins, 1981). 

la propuesta inicial de que el QUIN es un ligando para los receptores fue 

puesta en duda cuando se descubrió mediante esludios extracelulares que 

neuronas de diferentes partes del sistema nervioso presentaron una sensibilidad 

diferente a NMOA y QUIN. la explicación propuesta para estos resultados es que 

pueden existir dos poblaciones de receptores en el SNC: el sitio NMDA-1 , 

localizado en la espina dorsal y cerebelo y activado por NMDA; y el sitio NMOA-2 

que se encuentra en neocorteza, hipocampo y estriado y es activado por QUIN 

(Perkins y Slone, 1983). 

JI 



La selectividad del QUIN por receptores NMDA es apoyada por estudios de 

unión, en los que se observó que al parecer el cerebelo tiene una forma de 

receptor para NMDA farmacológicamente distinta de la corteza e hipocampo, 

habiendo sensibilidad al QUIN. La unión de dizolcipina a la membrana del 

hipocampo es más fácilmente desplazada por antagonistas competitivos NMOA 

que en cerebelo. Adicionalmente se ha observado que el QUIN es 

significativamente más activo para desplazar la unión de glutamato de cerebro 

externo que de cerebelo (Yoneda y Ogita, 1991). 

El QUIN y el NMDA son capaces de incrementar los niveles de calcio 

intracelular (Tsuzuki y col. 1989; Lu y col. 1991), ésto probablemente por una 

despolarización periódica con aparente aumento en la resistencia de la membrana 

resultando en una activación de canales de calcio dependientes de voltaje. El uso 

de bloqueadores de canales de calcio, nifedipina, o cobalto(Peet, 1986) previenen 

el daflo en cultivos neuronales sometidos a QUIN y otras excitotoxinas. 

Neurotoxicidad de las kinureninas 

Se han realizado varias revisiones sobre los A.A. y su neuroloxicidad 

(Schv.arcz y coi., 1984; EI-Oefrawy y coL , 1986). Es alrededor de 1980 cuando se 

comienza a elucidar la relación entre el ácido kaínico y NMDA como posibles 

agentes que pueden producir una combinación de neuroexcitación con 

neurodegeneración, una combinación que refleja como excitotoxicidad. La 

iniciación de la neurodegeneración, en muchos casos, es la acumulación de calcio 

intracelular, con la activación de proteasas y fosfolipasas y la iniciación de 

fenómenos que implican la generación de radicales libres y la peroxidación de 

lipidos; los eventos antes citados pueden ser responsables de muerte celular 

(Farber, 1981 ; Garthwaile y Garthwaite, 1986; Siesjo y Wieloch, 1985; Verily, 1992; 

Slone, 1993 en Slona, 1993). 

Con la administración directa del QUIN en el cuerpo estriado, se produce 

una lesión que no afecta al axón, con una marcada hinchazón de dendritas, 

" 



vacuolización y pérdida de estructuras celulares en sitios post sinápticos, pero 

generalmente con una buena conservación de axones y terminales presinápticas 

(Schwarcz y col. 1983; McGeer y Singh, 1984). Cabe señalar Que las áreas del 

cerebro más sensibles a esta neurotoxcicidad son et hipocampo, y estriado. 

El papel del QUtN y del KYNA aun no es claro, pero en algunas patologías 

se ha observado una acumulación de QUIN en el cerebro, por lo Que se le ha 

involucrado en convulsiones (lapin, 1981), EH (Beal y cols., 1986; Kim y Choi, 

1987; Schwarcz y cols., 1988; Beal y cols., 1990), encefalopatía hepática (Moroni 

y cols., 1986) y al desorden neurológico Que se presenta en la enfermedad del 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIH) (Heyes y col, 1989). 

El QUIN como una herramienta experimental 

la demostración de que el QUIN puede producir degeneración en el 

eslriado fue acompañada por la especulación Que este agente pudiera estar 

relacionado como un factor etiológico hipotético en investigaciones concernientes 

a la EH: la acumulación crónica de QUIN en el SNC puede resultar en un 

incremento de la muerte neuronal, principalmente de la significativa disminución 

neuronal observada en la EH de estriado y neocorteza(Schawarz y col. 1984; 

Stone y col. 1987). Esta hipótesis fue basada en la comparación cruda de la 

motilidad y cambios de conduela en animales lesionados con QUIN y pacientes 

con EH (Masan y Fibiger, 1979; Samberg y col 1989). Ademas en la EH se ha 

encontrado que la actividad de la 3-hidroxiantranilato oxidase, enzima limilante del 

3-HK, esta aumentada en pacientes con EH (Schwarcz y cols., 1998) por lo que 

se sugiere una participación del QUIN en esta enfermedad, por otro lado 

experimentos realizados en el modelo de la EH inducido por QUIN suguieren la 

participación de esta toxina como un activador del gen de la huntingtina (Taller y 

cols., 1995; Carlock y cals., 1995). 

la hipótesis llego a ser más seria, sosteniéndose como una explicación de 

EH cuando Beal y col. (1985) observaron que la inyección intraestrialal de QUIN, 
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producen caracteristicas tipicas de EH en estriado reproduciendo exactamente el 

perfil visto en la enfermedad (Beal y col. 1986). Aunque diversos estudios 

cerebrales muestran una localización del QUIN en las neuronas, otros han 

puntualizado una localización extra neuronal de este ácido dicarboxilico. Estudios 

inmunocitoquímicos que involucran la histoquímica de las enzimas formadoras del 

QUIN, demostraron que la 3-HAO y la QPRT están localizadas en las células 

gliales, así como también un estudio basado en la estimulación inmune reveló un 

aumento en los niveles de QUIN en el cerebro. 

l os procesos tóxicos por los cuales el QUIN ejerce sus efectos en el SNC, 

alterando bioquímica y morfol6gicamente el funcionamiento celular, son diversos e 

incluyen: 

1) Activación de receptores presinápticos 

2) Factores transcripsionales 

3) Rompimiento citoesquelético 

4) Peroxidación de Upidos 

5) Contribución de otras Kinureninas 

El primer modelo de toxicidad para explicar los efectos nocivos del QUIN en 

el cerebro representa de manera muy elemental la participación de este agonista 

de los receptores de tipo NMDA a nivel de las sinapsis glutamatérgicas (Schwarcz 

y col. , 1984). A partir de dicho modelo, el concepto de neurotoxicidad referente a 

la alteración de los proceso convencionales de transmisión sináptica por la sobre

activación de los receptores involucrados tomó gran importancia. Según este 

modelo, el QUIN puede actuar de dos formas: la primera es activando los 

receptores presinápticos específicos. para NMDA o para el mismo QUIN, 

induciendo así la liberación por excitación, de un posible neurotransmisor 

endógeno, el cual a su vez, puede unirse a un receptor postsináplico 

glutamatérgico de lipo NMDA; o bien, activando receptores glutamatérgicos de tipo 

NMDA directamente sobre la estructura postsináptica con la consecuente cascada 

de eventos iónicos y metabólicos que dicha activación implica. 



Parece claro que los neurotransmisores liberados desde la estructura 

presináptica por la activación de receptores presinápticos tipo NMDA, podrían 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 sináptico es la excesiva activación de las neuronas, las 

cuales son excitadas hasta la muerte. Los mecanismos iónicos 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 llevarán a la muerte celular (Bruyn y Stoof, 1990) . 

MUERTE 
CELULAR 

Fig 8 MODELO DE NEUROTOXICIDAD DEL QUIN PROPUESTO POR SCHW ARCZ YCOLS., El 
ácido quinolínico podría estar actuando sobre los receptores postsinápticos para NMDA o bien, sobre 
receptores presináptioos especificos. (Models for neurodegenerative disorders, Lije Science; vol. 35, No. 1 
19-32,1984) 

Está reportado que la PL in vitro está aumentada después de la 

administración intraestriatal de concentraciones micromolares de QUIN, lo que 

apoya la hipótesis que establece la relación entre eventos excitótoxicos y los 

procesos oxidativos causados por el QUIN (Santamaría y Ríos 1993). Dichos 

autores postularon que al administrar QUIN en el cuerpo estriado de la rata se 

produce un daño neuronal a través de los siguientes procesos: . 

1. El QUIN provoca una sobreactivación de los receptores a NMDA, que a su 

vez produce una apertura selectiva de canales de Ca2
+. 
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2. Hay un aumento de las concentraciones intracelulares de Ca2* en las 

neuronas que tienen receptores a NMOA. 

3. Se produce una sobreproducción de radicales libres a través de procesos 

dependientes de Ca2*. 

4. Ocurre una destrucción celular mediante la acción de radicales libres, vía 

Peroxidación de lípidos (Pl) entre otros procesos. 

RADICALES LIBRES Y SU IMPLICACiÓN EN ENFERMEDADES 

NEURODEGENERATWAS 

Radicales Libres 

Los radicales libres son generalmente moléculas muy reactivas, que 

contienen un electrón desapareado. Ellos son producidos continuamente en las 

células como producto del metabolismo, o por ejemplo, en la fosforilación oxidativa 

yen la respiratorio mitocondrial (Z\Nar, 1999). 

La molécula del oxígeno es un birradical pues tiene dos electrones 

desapareados, cada uno localizado en un orbital diferente y con su giro (spin) en 

la misma dirección ( 't t). Este arreglo molecular determina una menor habilidad 

del oxígeno para aceptar un par de electrones de otra molécula cuyos electrones 

periféricos se encuentran rotando con un spin antiparalelo ( t .¡.. ) Y ésto restringe 

las posibilidades de reducción del O2, las cuales tienden a llevarse a cabo 

mediante la aceptación de electrones de uno en uno, lo que retarda las reacciones 

con especies no radicales (Zentella, 1994). 

La toxicidad del oxígeno posiblemente es el resultado de la producción 

exagerada de especies muy reactivas como son los radicales superóxido (02 .. ), 

los singuletes del oxígeno, los radicales hidroxilo (OH .) Y peróxido de hidrógeno 

(H20 2) (Torrens y col 1982) así como el superoxido (02) (ver tabla 4) (Fridovich, 

1983). El ra'dical hidroxilo es formado en la reacción de Fenton. 
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Por otro lado, es muy importante mencionar que en el proceso de la 

fosforilación oxidativa realizado durante el metabolismo celular que conduce a la 

formación de agua, se forman radicales libres mismos que son transformados 

gracias a la acción del sistema enzimático mitocondrial de la citocromo oxidasa, en 

colaboración con las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa, cata lasa y 

peroxidasa (Zentella, 1994). 

TABLA 4 

DISTRIBUCiÓN ELECTRONICA EN EL ORBITAL PER IFERICO 
DE LAS DIFERENTES FORMAS DEL OXIGENO 

Estado Electrones R eactiv idad 
periféricos 

Oxigeno molecular i i Baja 

Singulete de oxigeno delta • i Alta 

Radical Súper oxido • t • Baja 

Singulete de oxigeno sigma i ¡ Muy baja 

Ion peróxido • i + i Baja 

Establecer la implicación de los radicales libres en la patogénesis de una 

enfermedad es extremadamente difícil debido al corto tiempo de estas especies 

(Uchida, 2000). Además en muchas enfermedades no es aún claro si los radicales 

libres son la causa del daño o están 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 daño de tejido y muerte celular 

(Zwar1999). 

Reacción de Fenton 

La fisión homolítica del enlace O-O· H202 produce 2 radicales hidroxilo 

(OH·). La homólisis puede realizarse por calor o por radiación ionizante. Una 
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mezcla de H20:! y una sal de Fierro (11) puede formar también un radical OH", 

como fue observado por Fenton en la reacción que lleva su nombre (1849): 

De esta manera el fierro localizado en el SNC pasa de un estado de 

oxidación a uno de reducción formando un radical libre y una molécula hidroxilo 

(Zentella y cols., 1994). Como ya se mencionó, el fierro puede es un agente 

potencial de producción de radicales libres. De esta forma, una simple mezcla de 

una sal de fierro y H20 2 puede provocar una cascada de reacciones de radicales. 

Por su parte las sales de cobre (1) pueden reaccionar con H20 2 para formar 

radicales OH con una incidencia mayor que las sales de fierro 

En el caso del fierro y el cobre, se encuentran normalmente an la dieta; sin 

embargo, el fierro es almacenado en proteínas como la ferritina y la hemoglobina 

para su transporte en la sangre y la ferritina parece estar implicada en el 

fenómeno de reducción del fierro. 

En pacientes que murieron por Alzheimer se detectaron grandes depósitos 

de Fe3-, lo cual hace pensar en un dar"lo oxidativo con la generación de radicales 

libres que pueden actuar en células n¡grales para un proceso de excitotocicidad. 

Peroxidación por radicales libres 

las reacciones de degradación peroxidativa conducen a la formación de 

intermediarios aldehidicos reactivos inestables que forman fácilmente aducciones 

covalentes ¡nlra e intermolecular con varias moléculas tales como proteínas y 

fosfolípidos (ver Fig 9) (Uchida, 2000). 
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Lípidos 

~ [O] 

I Aldehídos reactivos 

prote;n_! ~l 

Carbohidratos Amino ácidos 

Fig 9 Vías potenciales de formación de aldehídos 
reactivos, involucradas con el estrés oxidativo 

La peroxidación de lípidos (ver Fig. 10) procede de un mecanismo de 

reacción en cadena de radicales libres y produce hidroperoxidos de lípidos como 

productos de reacción principal. Subsecuentemente, la descomposición de 

hidroperoxidos de lípidos genera un número de productos imprevistos que muestra 

una amplia variedad de acciones dañinas. 

Comparando los radicales libres con los aldehídos, derivados de la PL, 

estos últimos son estables y pueden difundirse dentro o aun escapar desde la 

célula y atacar blancos lejos del sitio del evento original. Además, ellos no están 

sólo como productos finales, remanentes de peroxidación de lípidos, si no también 

en procesos de glicación de la peroxidación lipidica o pueden actuar como 

"mensajeros citotóxicos secundarios" para las reacciones primarias. 

El SNC es especialmente susceptible a la PL debido a: 

1) El alto contenido de ácidos grasoso poli-insaturados dentro de las 

membranas de las células nerviosas 

2) La baja actividad de la catalasa y las concentraciones moderadas de súper

óxido dismutasas y glutatión peroxidasas en el cerebro . 

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

preferencialmente en ganglios basales (Santamaría, 1995). 
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Iniciación l Remoción de un H· 
(puede ocurrir en varios 
sitios de la cadena) 

molecular 
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----1~~ ::::"":.de este 

~A • 

mayor 2 Reacción 10 

Abstracción de un H· de 1 
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AIaquo""" _
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FIg 10 MECANISMOS DE PEROXIDACIÓN DE LlPIDOS (Gutterdge. JMC y Halliwell Barry. 
TIBS. 129-1351900) 

Fuentes de aldehídos reactivos 

Los ácidos grasos polinsaturados en ésteres de colesterol, fosfolípidos y 

triglicéridos están sujetos a la oxidación de radicales libres y pueden participar en 

reacciones en cadena para amplificar el daño a biomoléculas (Uchida, 2000). 

Un rasgo clave de la peroxidación lipídica es la descomposición de los 

ácidos grasos polinsaturados para producir un amplio arreglo de pequeños 
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fragmentos, de tres a nueve carbonos de longitud, incluyendo aldehídos tales 

como 2-atquenales y 4-hidroxi-2-alquenales (Uchida, 2000). 

Entre los 2-alquenales, acroleina, contaminante ubicuo en el ambiente, es 

con mucho el más fuerte electrófilo (Uchida 2000). La acroleína reacciona con una 

variedad de sitios nucleofilicos en la proteína y el ONA, conduciendo a 

aberraciones cromosomales, intercambios de cromátidas hermanas, mutaciones 

puntuales y reducción de la eficiencia formadora de colonias en cultivos 

bacterianos (Uchida, 2000). 

Los 4-hidroxi-2-alquenales representan la más prominente sustancia 

generada durante la peroxidaci6n lipídica. Entre ellos 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) 

es conocido como el principal aldehído formado durante la peroxidaci6n lipidíca de 

los ácidos grasos polinsaturados omega 6 (tiJ6), lal como el ácido linoléico y el 

ácido araquidónico (Uchida, 2000). 

L.a peroxidación de los ácidos grasos polinsaturados omega 3 (tiJ3) genera 

un compuesto relacionado cercanamente, 4-hidroxi-2-hexenal , el cual es un 

mediador potencial de transmisión de permeabilidad mitocondrial (Uchida, 2(00). 

Olro importante aldehído reactivo originado de peroxidación lipídica son los 

cetoaldehidos, incluyendo malonaldehido (MOA) y glicoxal (Uchida, 2000). 

Receptores NMOA y Radicales Ubres 

La entrada del calcio al citoplasma, producida por la sobreactivación de 

receptores de tipo NMOA, así como la activación de la proteín-cinasa e, tienen 

efectos sinérgicos en la liberación de super óxido de las células endoteliales (Ríos 

'1 Santamaría 1991 ; Lancelo! '1 cols., 1995). Durante la Isquemia, hay incremento 

considerable de calcio intracelular que activa fosfolipasas y liberación de ácidos 

grasos libres como el ácido araquidónico, el cual es metabolizado mediante la 



lipoxigenasa y la ciclo..oxigenasa, con la consecuente producción de radicales 

libres y prostanoides vasOCQnstrictores (Tomado de Santamaría, 1995). 

Adicionalmente, el calcio puede activar la proteasa calpaína, la cual 

modifica una cadena peptídica de la xantina deshidrogenasa y la convierte en 

xantina oxidasa en los vasos sanguíneos cerebrales del endotelio. Un incremento 

en la actividad de la xantina oxidasa puede contribuir a la generación de radicales 

libres, como resultado del incremento en el metabolismo de la vía de la xantina al 

ácido úrico (Tomado de Santamaría, 1995). 

Además de la sobre·activación de receptores NMOA, muchas de estas 

alteraciones ocurren por lipólisis y dar.o mitocondrial. Así pues, la relación entre 

los estados excitotoxicidad y producción de radicales libres puede ser 

bidireccional. Mediante estudios realizados por microdiálisis se encontró que una 

estimulación de receptores a NMDA aumenta la producción basal de OH" en el 

cuerpo estriado de la rata, demostrando que esta producción es mediada por 

estos receptores (lancelot y cols., 1995). 

Después de los datos revisados podemos concluir que una sobreactivación 

de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA una serie de eventos citotóxicos que 

son generadores potenciales de radicales libres, con la consecuente peroxidación 

de lipidos provocada por estos radicales. 

Metales de transición en eventos oxidativos 

Los elemento traza representan un tercer grupo 'de elementos utilizados por 

los organismos vivos de los que se sabe son esenciales para el hombre algunos 

de estos metales son el cobre, cobalto, manganeso, molibdeno, zinc, selenio y 

yodo. 

A pesar de que las concentraciones de estos elementos en el organismo 

son relativamente bajas, su importancia ha sido comparada con la de las 

vitaminas, ya que desempeñan funciones tales como; enzimas con múltiples 
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funciones en diferentes vías metabólicas y cofactores para reacciones 

metabólicas, entre otros. las propiedades de estos metales unidos a diferentes 

ligandos, por ejemplo metaloenzimas, les permite actuar como aceptares de 

electrones en reacciones biológicas de tipo redox. 

EL COBRE 

Es un micro nutriente esencial que se encuentra en todos los tejidos de 

mamíferos donde se encuentra principalmente unido a proteínas o a otras 

moléculas orgánicas. Se presenta en diversas formas mono, divalente, catiónica 

soluble en agua y sales simples y en el organismo humano solo hay unos 80 mg 

de cobre (Hicks, 2000). la dieta del humano en los estados del oeste de los 

Estados Unidos tiene aproximadamente 0.6-1.6 mg Cuid, aunque el aporte diario 

recomendado es de 1.5-3.0 mg par adulto y las fuentes principales dietéticas 

animales y vegetales son el hígado, riñan, aves, pescados, mariscos, nueces, 

semillas, desecados de legumbres y cereales integrales (linder, 1991a). 

Absorción 

la eficiencia de la absorción del metal es alta. En mamíferos, la absorción 

del cobre probablemente ocurre en intestino delgado (después de la digestión de 

la comida), en estómago y duodeno (linder y Hazegh-Azam, 1996). El balance 

del cobre está controlado por el aporte alimenticio y por las variaciones de 

eliminación de las heces (linder y Hazegh-Azam, 1996). la transferencia a través 

de la mucosa intestinal ocurre probablemente por difusión no dependiente de 

energía (linder, 1991b). los sitios de absorción parecen estar asociados 

probablemente entre el cobre y los metales de transición Zn (11), compitiendo 

ambos por los sitios de unión a los ligandos; el Fe (111111) inhibe la transferencia del 

cobre de la dieta a la sangre (linder, 1991a). Actualmente la absorción para ratas 

está debajo de 30-50% 124 hrs (linder, 1996). 

Transporte y distribución. 
En la primera fase, en la entrada al fluído intersticial y al plasma sanguíneo, 

desde las células intestinales, el cobre comienza inicialmente el transporte en dos 

proteínas: la albúmina y la transcupreina, en la vena porta y en la circulación en 

43 



general. La ceruloplasmina (Cp) no ' participa en el intercambio del cobre 

plasmático y no liga o incorpora al metal cuando está en exposición a iones Cu. Es 

durante la síntesis de esta proteína, por el hígado, donde se incorpora el metal ( 

Tomado de Linder, 1996). La segunda fase del transporte del cobre está mediada 

por la Cp; el mecanismo aun no esta establecido (Tomado de Linder 1996). En la 

Fig. 11 se muestra la distribución del cobre en el organismo 
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Fig 11 Se muestra la bioquimica del y el metabolismo del Cobre en el Humano Adu~o . Los valores de 
Cobre indican la ingesta diaria durante un mes. la absorción. secreción y su localización en varios fluidos. 
Copper biochemistry and molecular biology. (Linder y Hazegh-Azam: Am. J eHn. Nutr. vol. 63:797S-
811S. 1996) 

Función Bioquímica del cobre. 

El cobre actúa en la absorción y utilización del hierro, transporte de 

electrones, metabolismo de las purinas y desarrollo del sistema nervioso. 
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La deficiencia del cobre se observa con poca frecuencia en el hombre, 

puede manifestarse en enfermedades como anemia asociada a la deficiente unión 

de Fe al grupo hemo (Davis, 1987), desmielinización (Linder, 1996) y 

degeneración del SN (Harmann, 1992), ataxia (Harmann, 1992), defectos en la 

pigmentación (acromotriquia), estructura del pelo (Hicks, 2000) y lesiones 

cardiovasculares. 

Dos enfermedades geneticas estan asociadas al transporte del cobre_ Una 

de estas (Síndrome de Mekes) resulta en deficiencia del cobre en riñon, la otra 

(Enfermedad de Wilson) en una sobreacumulación del cobre y toxicosis. Los 

genes para estas enfermedades han sido clonados en modelos animales, en raton 

para Menkes y rata para Wilson, 

la Enfermedad de Wilson (Identificada por SA Kinnier Wilson en 1912) es 

caracterizada por una baja concentración de ceruloplasmina en sangre y un 

maracado incremento de cobre en hígado y cerebro, esta enfermedad es causada 

por la mutación o delección del gen para la ATPasa tip(~.p de 1411 a.a. la cual se 

sabe esta asociada al transporte de cationes atravez de la membrana bacteriana, 

en el hígado, este defecto genetico no permite que el cobre partcipe en la sintesis 

de la ceruloplasmina, impidiendo la formación del principal transportador de cobre 

exlracelular, algunos de los síntomas observados por Wilson furon cirrosis 

hepatica, daño a lo largo del cerebral con depositos de cobre en la cornea ocular, 

en el genotipo Asiático de esta enfermedad se han observado ademas 

hiperpigmentación del pie, problemas esqueleticos, amenorrheay pequeños 

episodios epilépticos (Linder, 1991a). 

Por otra parte el Síndrome de Menkes es una enfermedad ligada al 

cromosoma X de carácter recesivo caracterizad por una severa deficiencia de Cu, 

aunque hay acumulación en algunas céluas (fibriblastos, riñan y placenta) el 

defecto primario es en la primera fase de transporte del Cu. 



la mayor cantidad del cobre en el organismo se encuentra unido a 

proteínas (enzimas) las cuales tienen diferentes funciones: 

Citocromo e oxidasa (EC 1.9.3.1) es la enzima terminal de la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial y es un sitio donde se utiliza el 02. Cataliza 

la reducción del 02 a H20 mediante la siguiente reacción. 

0 2 + 4H+4 e----•• 2H20 

De donde los protones y los electrones provienen del NADH y El FADH2 

producidos mediante el ciclo de Krebs, pasando por una serie de reacciones de 

oxido-reducción hasta transferirse al oxígeno molecular. El proceso de esta óxido

reducciones se produce en el espacio intermembranal de la mitocondria con una 

caída de potencial suficiente para producir 3 moléculas de ATP por cada una de 

NADH y 2 de ATP por cada una de FADH2. la deficiencia de cobre no produce 

una reducción de la actividad de la citocromo c oxidasa o de la respiración 

mitocondrial (linder, 1991a). 

SOD (EC1.15.1.1.) la SOD o superóxido dismutasa es una enzima cobre-zinc 

dependiente, se encuentra distribuida en el citoplasma de las células eucarióticas 

la SOD cataliza la dismutación de 2 O2• a O2 y H20 , como se muestra en la 

siguiente reacción. 

202• + 2H ~---_ .. Hz02 + O2 

En transfecciones experimentales tipo Knockout se comprobó Que la Cu-Zn

SOD es una enzima crítica en el mecanismo de defensa antioxidante. 

Metalotioneinas_ Son péptidos pequeños Que contienen cisteina y son 

expresadas por la mayoría de células responsables de la carga de los metales de 
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transición, especialmente Zn(II), Cd(II), y Cu(II), pero no de Fe(II). Están 

implicadas en mecanismos de detoxificación (Linder, 1996). 

Ceruloplasmina (EC 1.16.3.1.) Está entre las enzimas involucradas en la fase 

aguda de la reacción de inflamación y en la detoxificación de los radicales, como 

protección de la célula a daño oxidativo. Su función es de transporte 

independiente del cobre desde el hígado hasta otras células. Otra función es la de 

auxiliar en la unión del ión a la transferrina; ésta es la proteína que transporta al 

Cu en el plasma sanguíneo (Miura y cols., 1993; Frieden, 1981). La 

ceruloplasmina tiene una actividad ferroxidasa y participa en la oxidación del Fe(lI) 

a Fe(IIl), un paso importante en la detoxificación de la reacción de Fenton para la 

producción de radicales libres (Hicks, 2000). Normalmente los pacientes con 

enfermedad de Wilson presentan niveles bajos en la concentración de esta enzima 

(Hicks, 2000). La ceruloplasmina sintetizada y excretada por el hígado es un 

regulador de la inflamación aguda por hormonas (Interleucinas IL~ 1 , IL-6 Y factor 

de necrosis tumoral (Linder, 1991a).La ceruloplasmina también puede ser 

sintetizada en el cerebro: se ha encontrado un aumento en las concentraciones de 

esta enzima en enfermedades como Alzheimer en Hipocampo y corteza frontal 

(Hicks, 2000). 

Lisina oxidasa (Lisina-6~xidasa EC 1.4.3.13) Esta es otra enzima extracelular 

dependiente de cobre y es crítica en la formación y función de tejido conectivo en 

todo el cuerpo. Su función es catalizar el enlace-cruzado de una nueva hebra de 

colágeno y fibras de tropoelastina a través de la desaminación oxidativa de la 

lisina. Los síntomas de una severa deficiencia de cobre incluyen la carencia de 

colágeno, mutarrotación y deficiencias en el E¡!nvolvimiento de la sangre del vaso 

por las fibras de elastina, pudiendo resultar ésto en un aneurisma (Linder, 1996; 

Hicks, 2000). 

Tirosinasa (monofenol monoxigenasa: (EC 1.14.18.1.) Es la enzima 

responsable de la síntesis de los pigmentos de melanina para la protección del 



cabello y los ojos de color al daño por la exposición a un exceso de rayos 

ultravioleta. La enzima está asociada con neuronas noradrenérgicas (Linder, 1996) 

El cobre y los Receptores NMOA 

Es peñectamente conocida la interacción de metales con canales iónicos 

por ejemplo la relación entre iones zinc, mercurio y cobre y los receptores para 

GASA... (Ma y Narahashi, 1993), por lo que Weiser y Wienrich (1996) demostraron 

que el Cu2
+ inhibe receptores a glutamato como p.e. receptores AMPA I Kainato 

en cultivos neuronales de rata. Estos investigadores observaron, al comparar la 

acción del Cu2
+ contra un antagonista de receptores para AMPA 2,3-dihidr0-6-

nitro-7 -sulfamoil-benzoquinoxalina (NSOX) que el ion Cu2
+ presenta una inhibición 

de tipo exponencial doble, en comparación con NSOX que presenta una inhibición 

exponencial simple, por lo que ellos concluyeron que el cobre posiblemente 

interaccionaba con dos sitios dentro de estos receptores, además de observar 

que esta inhibición de Cu2
+ se pierde cuando se agregan altas concentraciones de 

kainato o un antioxidante ditiotreitol (OTI), sin embargo estos mismos estudios 

sobre receptores para NMDA demostraron la inhibición de estos por Cu2
+ no es 

dependiente de la oxidación del metal. 

Sobre esta misma tínea de investigación Vlachová y cols. (1996) estudiaron 

en cultivos neuronales de hipocampo de ratón la inhibición en la actividad de los 

receptores para NMDA mediada por Cu2
+, concluyendo que el Cu2

+ inhibe 

directamente la actividad de receptores para NMDA, comportándose como un 

antagonista no competitivo y no interfiere directamente con el sitio de glutamato o 

glicina de estos receptores, sugiriendo que el Cu actúa sobre un sitio vinculado 

con el complejo receptor para NMDA-canal el cual esta localizado 

exlracelularmente y fuera del lado del campo eléctrico de la membrana. Se sugiere 

entonces que el Cu puede atenuar los daños prodUCidos por una sobreactivación 

de receptores para NMDA. 
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CAPITULO 11 Proceso Metodológico 

2.1 Justificación y planteamiento del problema 

Se ha utilizado la administración intraestriatal de QUIN, como un modelo 

generador de la Enfennedad de Huntington en ratas, para activar receptores de 

tipo NMDA provocando entre otros efectos; un aumento de los niveles de calcio 

intracelular, activando un proceso de estrés oxidativo con la consecuente 

peroxidación de lipidos, disminución de los niveles de GASA asi como la 

disminución en la actividad las enzimas con función antioxidante (por ejemplo 

ceruloplasmina). Por su parte, el cobre está presente en un gran número de 

enzimas con función antioxidante, además de presentar un efecto modulador en 

receptores tipo NMDA 

Por lo anterior se propone evaluar el efecto del cobre en un tratamiento 

agudo, sobre los parámetros bioquímicos antes señalados, esperando una 

atenuación de los daños producidos por el QUIN. 



2.2. Objetivo general 

»- Valorar si la administración sistémica aguda de cobre, previa a una lesión 

intraestriatal de QUIN, puede atenuar algunos de los marcadores de daños 

producidos por el QUIN en el modelo experimental de la EH en ratas. 

2.3. Objetivos particulares 

»- Evaluar el efecto de la administración sistémica del cobre en la 

peroxidación de lípidos, bajo tres diferentes dosis, previa a una inyección 

intraestriatal de QUIN. 

}o> Caracterizar la dosis de cobre que presente una mejor protección sobre los 

efectos en la PL por QUIN, y los efectos en los niveles de GASA. 

»- Evaluar bajo las mismas condiciones experimentales, el efecto del cobre en 

la actividad de la Cp en LCR y su contribución al modelo experimental de la 

EH por QUIN. 



2.4. Hipótesis 

> La administración sistémica de cobre atenuara el daño producido por una 

inyección inlraesUiatal de QUIN en ratas valorando el daño en diferentes 

parámetros bioquímicos. 
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2.5. Variables 

~ PL producida por la administración intraestriatal de QUIN expresada como 

Unidades de Fluorescencia por miligramo de proteína 

~ Niveles de GABA determinados por la técnica de HPLC, expresados como 

J..Lg de GABA por miligramo de tejido. 

~ Actividad de la ceruloplasmina de LCR, expresado como porcentaje de 

actividad vs control. 

" 



2.6 REACTIVOS Y MATERIAL 

Todos fos reactivos. animales, aparatos y técnicas empleadas fueron provistos por 

el departamento de Neuroquímica del Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía -Manuel Ve/asco Suárez· 

2.6.1 Reactivos 

SIGMA CHEMICAl Cc. (51. LOUIS, MISSOURI, USA) 

Ácido Quinolínico (QUIN) 

Albumina de bovino 

Apomorfina (APO) 

Tiocianalo de potasio 

Sulfato ferroso 

Reactivo de Folín y ciocalteu ' s fenol 

2-mercapto-etanol 

Ácido nítrico 

E MERCK DE MÉXICO 

Ácido Sulfúrico (H2S04) 

Hidróxido de Sodio (NaOH) 

Sulfato de Cobre (CuS04) 

Tartrato de Sodio y Potasio (C4H4KNa06) 

TRIS (C4H11 N03) 

JT BAKER (MÉXICO) 

Cloroformo (CHCI3) 

Éter etílico 

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

SMITH KlINE BEECHAM (MÉXICO) 

Pentobarbilal Sódico 



ABBOT Laboratorios de México S.A. de C.V. 

Solución de cloruro de sodio al 0.9 % (S.S.I.) 

2.6.2. SOLUCIONES 

Para el QUIN: 

Preparación del QUIN 240 nmol/llL (pH 7.4) 

Se pesan 0.4010 g de QUIN y se disolvieron en 10 mL de S.S.1. El pH se ajustó a 

7.4 con NaOH 1 N. 

Preparación del estándar de quinina en H2S040.05 M: 

Se pesaron 10 mg de sulfato de quinina y se disolvieron en 100 mL de una 

solución de HzS04 0.05 M. De esta solución se tomaron 100 mL y se aforan a 100 

mL con la misma solución de H2S04 0.05 M. La solución resultante fue de 100 ng 

de sulfato de quinina I mL. 

Para las soluciones de cobre: 

Se prepararon 4 soluciones de CUS04 para obtener las concentraciones de 2.5, 

5.0, 7.5 Y 10 mglkg que fueron empleadas para los tratamientos Lp. 30 minutos 

antes de la inyección intraestriatal con QUIN 

Para la fase móvil en la determinación de GABA por HPLC: 

Solución A: Buffer de acetatos 50 nM (pH 5.9) conteniendo 1.5 % de 

letrahidrofurano. 

Solución B:.Metanot grado HPLC como solvente 

Para la determinación de proteinas: 

CUS04 al 1%, se pesa 0.5 9 CUS04 y se disuelve en aproximadamente 20 mL de 

agua desionizada, después se aforan a 50 mL . 

Solución de carbonato de sodio en NaOH al 0.1 N 



Para la determinación de Pl: 

Mezcla cloroformo-metanol 2:1 (v/v) 

Para la determinación de la actividad de la Cp: 

Solución de cloruro de sodio NaCI 

Buffer de Acetatos 

Solución de sulfato Ferroso amoniacal 

Solución de sulfato Ferrico amoniacal 

2.6.3. Animales 

0.15 M 

0.3 M pH 6.0 

0.01 M 

0.01 M 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 250-300 g de peso. Los animales 

tuvieron libre acceso al alimento y al agua, así como condiciones controladas de 

temperatura y presión. 
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2.7. Disei'lo de investigación 

2.1.1. Evaluación de la P.lo en el cuerpo estriado 

Se tomaron 5 grupos de animales, cada uno con n=6: el primero fue el 

grupo control, con un tratamiento de 5.5.1. i.p. 1mll Kg 30 minutos antes de la 

lesión intraestriatal con 1 ~l 5.5 .1 En grupo control , nos mostrará el efecto del 

cobre i.p. sobre la P.l. basal producida en el cuerpo estriado, así como el efecto 

de la lesión intraestriatal. los otros cuatro 

diferentes dosis de (CUS04 2.5, 5.0, 7.5 Y 

intraestriatal se realizo con 1 ¡..¡l de 5.5 .1. 

grupos fueron tratados con las 

10 mg I Kg i.p.) Y la inyección 

Con la finalidad de comprobar si la Pl está aumentada después de la 

administración intraestriatal con QUIN, 12 ratas fueron pretratadas con 5.5.1. (i.p) 

y se dividieron en dos grupos: el primero fue el control microinyectado con 1 IlL 

5.5.1. y el segundo con QUIN (240 nmolllll). Además se induyeron otros tres 

grupos,(de n = 6 cada uno) que fueron tratados con Cu a las dosis de 2.5, 5.0, 7.5 

mg I kg de peso respectivamente: después se realizó la lesión intraestriatal con 

QUIN (240 nmolllll). Posteriormente, se procedió a realizar la extracción y 

disección de el cuerpo estriado derecho 2 horas después de la lesión estrjatal, y 

este tejido se homogenizó en 3 mL de 5 .5.1. para efectuar la medición de la Pl; al 

mismo tiempo se preparó una alícuota de homogenado para medir la 

concentración de proteínas. Los resultados se reportaron en U.F/mg de proteína. 
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El papel del cobre en el SNC puede ser influenciado por el ácido ascórbico, 

por lo que después de elegir una de las dosis de los tres tratamientos anteriores, 

se determinó el efecto del ácido ascórbico 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: 

Cu = CUS04 5.0mg/kg 

Ase = Ácido ascórbico 500mglk.g 
SSI = Solución Salina Isotónica 

QUIN = QUIN 240nmoUuL 
Tabla 5 Grupos y tratamientos para evaluar el efecto del ácido ascórbico 

en la PL de cuerpo estriado. 

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

Se tomarón 4 grupos para observar el efecto de la administración de Cu en 

los niveles de GABA después de la administración Le. de QUIN. 

El primer grupo fue el control con un tratamiento de S.S.I. tanto en la 

administración Lp. como en la Le.; el segundo fue el control positivo, S.S.I. i.p. y 

QUIN Le.; el tercero se utilizó para mostrar el efecto del Cu en los niveles de 

GABA, CuS04 Lp. y SSI Le.; yen el último grupo se evaluó el efecto del cobre 

(CuS04 5.0mg/kg Lp.) después de la administración i.e. con QUIN. 

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

Con 4 grupos, de n=6 cada uno, se realizarón los mismos tratamientos que 

en el experimento anterior para evaluar la actividad de la Cp en líquido 

cefalorraquideo (L.C.R.). 
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2.8. Métodos 

2.8.1. Administración estereotáxica del QUIN 

El QUIN (240 nmol/¡.1L) se administró de manera local en el cuerpo estriado 

derecho de las ratas. bajo condiciones de anestesia con pentobarbital sódico (40 

mg I Kg, i.p.), usando las siguientes coordenadas estereotáxicas: 0.5 mm anterior 

a bregma, 2.6 mm lateral a bregma y 4.5 mm ventral a dura, de acuerdo con el 

átlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson (1984), usando un aparato 

estereotáxico para animales pequeños. Los animales control fueron manipulados 

similarmente con la variante de que la inyección intraestriatal fue realizada con 

8.8.1 . 

2.8.2. Medición de la Pl 

Se siguió la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984), la cual se basa 

en la determinación de productos lípidos de peroxidación que generan 

fluorescencia. Alícuotas de 1 ml del homogenado, (tejido más 3 mi de S.S. l.), se 

adicionarón con 3 ml de una mezcla de ctoroformo-metanol (2: 1, v:v). Después de 

agitarse durante 15 segundos en un vorte?" la mezcla se refrigeró por 30 minutos 

protegida de la luz, para permitir la separación de fases. luego la fase acuosa 

(fase superior) se aspiró con una bomba de vacio y se desechó. Se tomó un 

volumen de BOO I!l de la fase orgánica (clorofórmica), se deposito en una celda 

de cuarzo para fluorescencia , se le agregaron 100 I!L de metanol y se agitó 

suavemente durante 5 segundos. 

La fluorescencia se determinó usando un espectrofotómetro de 

fluorescencia Perkin Elmer lSSOB, a longitudes de onda (k) de 370 nm de 

excitación y 430 de emisión. la sensibilidad del espectrofotómetro se ajustó a 140 

Unidades de Fluorescencia (UF) con la solución estándar de quinina. los 

resultados se expresan como unidades de fluorescencia por mg de proteína que 

se determina por el método de Lowry. 
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2.8.3. Determinación de protelnas por el método de Lowry 

Se realizó una curva de calibración con albúmina a 0,25, 50. Y 100 mg I mL. 

Se diluyeron las muestras de tejido estriatal 1 :20 para tomar una alícuota de 0.4 

mL del homogenizado y se le agregaron 2 mL de la mezcla que contiene 49 mL 

de carbonato de sodio disuelto en hidróxido de sodio 0.1 N más 0.5 mL de sulfato 

de cobre a11% (Lowry y cals., 1951). 

Se esperaron 10 minutos después de realizar una agitación y se les agregó 

a cada tubo 200 mL del reactivo de talín y Cicalleu's fenal; se dejaron reposar los 

tubos a temperatura ambiente durante 30 minutos, al término de los cuales se 

evaluó la absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro Bekman DU-650 a 

una). de 550 nm. Los valores de absorbancia se corrigen por medio de los datos 

de regresión de la curva de albúmina para obtener la concentración de proteína. 

2.8.4. Disección del cuerpo estriado 

Después de 2.5 horas de la inyección i.p. de cobre (2 hr. después de la 

lesión intraestriatal), los animales se decapitaron, se cortaron los huesos 

craneales para separar la masa encefálica y se obtuvieron por medio de una 

disección precisa, el cuerpo estriado del hemisferio derecho (lado lesionado). Este 

procedimiento se realizó en no más de 5 minutos y el tejido disecado se mantuvo 

en un tubo de ensayo sobre hielo y protegido de la luz. 

2.8.5. Extracción dell.C.R. 

Después de 2.5 horas de la inyección i.p. de cobre (2 hr. después de la 

lesión intraestriatal), y con efecto del pentobarbilal se mantuvo al animal 

anestesiado y en el aparato estereotáxico, para realizar un corte en la parte 

(dorsoventral) del cuello del animal y efectuar una punción al nivel de la segunda 

vértebra cervical. La punción se reafiza entre las vértebras cervicales C:2 y C3,en 

los espacios intracervicales y si la punción es correcta , el líquido cefalorraquídeo 

empezará a drenar. 



2.8.6. Detenninación de la actividad de Cp. 

Fundamento: Fe(ll) es transformado a Fe(lll) en presencia de Cp. la 

reacción es detenida por la precipitación de proleínas con ácido perclórico. El 

Fe(l!!) es revelado con el reactivo de tiocianalo y esle complejo se puede medir a 

un máximo de absorbancia de 680 nm. 

Se lomaron 20 III de l.C.R. , y se le adicionaron 2 mi de buffer de acetatos 

(0.3 M pH 6.0) en un tubo de ensayo y se incuba durante 5 minutos a 30 oC; se le 

agregó 1 mi de la solución de sulfalo de amonio ferroso 0.01 M, ta muestra fue 

incubada durante 5 minutos más a 30 oC y la reacción se detiene con la adición de 

2 ml de ácido perclórico 1.25 M. Después las muestras se centrifugaron en una 

centrifuga Bekcman a 1 ()(XX) g por 3 minutos, y el sobrenadante se analizó con un 

espectrofotómetro PERKIN ElMER LAMBDA 20 UVNIS 450 nm. 

2.8.7. Medición de GASA por HPLC 

Siete días después de la lesión con QUIN, a cada uno de tos animales se 

les administró un inhibidor de la glutamata descarboxilasa (GAD), ácido 3-

mercaptopropiónico (1 .2 mmollkg Lv.), para inhibir el incremento de GASA post 

mortem. Dos minutos después, los animales fueron sacrificados por decapitación y 

se realizó la disección del cuerpo estriado derecho (lado lesionada), 

homogenizanse con 15 volúmenes de la mezcla metanol-agua (85% v/v). las 

muestras fueron centrifugadas (3000 g durante 15 minutos) y las alícuotas del 

sobrenadante fueron almacenadas a -5 oC hasta su análisis por Cromatografía 

liquida de alta presión (HPlC por sus siglas en inglés). los niveles de GASA 

fueron analizados por HPlC con detector de fluorescencia. 

Para la reacción de derivalización en la columna de cromatografía se siguió 

este procedimiento: 100 ml de reactivo de OPA con la adición de 100 ml de tejido 

del sabrenadante; 1 minuto después, 20 III de la mezcla fueron inyectados con 

una jeringa Hamiltan de 25 III en el cromatógrafo de líquidos Perkin Elmer serie 3 
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B. Se utilizó una columna 100 x 4.8 mm Alllech Adsorbosphere OPA-HS con un 

tamaño de partícula de 311m. la fase móvil fue la solución A. La línea de gradiente 

fue hecha en dos etapas: incrementos de solvente S desde 10% hasta 65% en 15 

minutos, y desde 65% hasta 99% en 5 minutos, regresando a 10 minutos en 5 

minutos. la fluorescencia fue medida usando un detector de fluorescencia 

Seckman 157. la curva de calibración de GASA fue construida por inyecciones de 

concentraciones conocidas del derivatizado OPA-estándar de GASA en los 20 Ill. 

las concentraciones de GASA fueron obtenidas por inlerpolación en la curva de 

calibración. 

2.9. Análisis estadistico 

Los valores obtenidos de cada experimento fueron sometidos a la prueba 

estadíslica de ANOVA simple. Para los experimentos donde se demostró una 

diferencia significativa, se prosiguió con una prueba de TUKEY. A continuación se 

describe esta prueba estadística (Robert, 1960; Wayne 1996). 

Prueba de TUKEY 

Esta prueba es llamada también de la Prueba de la diferencia significativa 

honesta (hsd). En el desarrollo de las pruebas de comparación múltiple, un 

problema surge en estas, por los experimentos donde muchas comparaciones son 

hechas; ésta es la más certera en demostrar algunas diferencias en las 

significancias cuando mediciones iguales se muestran homogéneas (Robert, 

1960; Wayne 1996). 

Este problema dirigió al desarrollo de procedimientos donde son usados los 

números de errores asociados a los experimentos unitarios donde se observan 

diferencias falsamente declaradas sobre la significancia de procedimientos 

semejantes. Con un nivel del 5% de la prueba, el 5% de los experimentos dieron 

una diferencia significativa falsa y el 95 % no dió diferencias significativas, en los 

promedios, cuando las mediciones fueron homogéneas. Esto es llamado un 

experimento con errores proporcionales (Robert, 1960; Wayne 1996). 
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Los niveles de significancia están dados en la prueba de TUKEY como w 

procedimientos. El procedimiento consiste en la siguiente ecuación. 

w=qa(P,n2)sX 

De donde: 

qa se obtienen de tablas a=0.05 o =0.01 

P es el número de tratamientos 

n2 es igual al error de los grados de libertad 

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

observaciones. 

En suma, la prueba de TUKEY es extremadamente fácil de aplicar desde los 

requerimientos de valores solos para juicios de significancia de tratamientos 

diferentes (Robert, 1960). Los resultados se muestran como la media mas menos 

el error estándar de los 6 experimentos independientes, esto se presenta como 

gráficas de barras. Se consideró que existían diferencias significativas cuando se 

obtenía p<O.05 o p<0.01 . 
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CAPITULO 3 RESULTADOS 

3.1. Efecto del cobre Lp. sobre la P.l. en el cuerpo estriado 

En la grafica 1 se puede observar el efecto del Sulfato de Cobre ¡.p. a 

diferentes dosis, sobre la Pl del aJerpo estriado derecho en ratas administradas 

i.e. con 1¡.¡l SS!. El cobre no refleja diferencias significativas en la Pl con 

respecto a la basal, después de un ANOVA simple; sin embargo, se observa un 

comportamiento de tipo dosis dependiente con respecto a los niveles decrecientes 

de la Pl. la dosis de cobre de 7.5 mglkg muestra una mortalidad aproximada del 

40%. mientras que la dosis de 10 mglkg muestra una mortalidad del 100% antes 

de poder medir la Pl. 
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Gráfica 1. Efecto del CUS04 i.p. a diferentes dosis en la P.L después de la 

inyección inlraestrialal con S.S.I . La P.L. fue medida en el cuerpo estriado 

derecho después de 2 horas de la inyección CuSO .. Cada barra representa la 

media .! e.e, de 6 experimentos diferentes; no se encontraron diferencias 

significativas después de un ANOVA simple. 
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3.2. Efecto del cobre sobre la peroxidación inducida por el QUIN 

la grafica 2 nos muestra el efecto del cobre i.p. sobre la Pl inducida por el 

QUIN í.e. en el cuerpo estriado derecho de rata. El grupo de SSI i.p. + QUIN Le. 

muestra una diferencia significativa con respecto al control p < 0.05 por lo cual 

podemos decir que el QUIN aumenta la Pl en el cuerpo estriado; sin embargo, la 

combinación de cobre + QUIN muestra un efecto protector de tipo dosis

dependiente. la dosís de 2.5mglkg muestra diferencias significativas con respecto 

al control y al grupo de QUIN. A pesar de mostrar diferencias contra control, 

atenúa el daño producido por el QUIN. las otras dosis no muestran diferencias 

significativas entre ellas, pero atenúan más significativamente el daño del QUIN 

que el grupo de 2.5 mglkg. 

Debido principalmente a la tasa de mortalidad de la dosis de 7.5 mg/kg 

(aproximadamente 40%), aunado a que esta dosis no muestra diferencias 

significativas con respecto a la dosis de 5.0 mg/kg, proponemos esta dosis como 

la ideal para los siguientes experimentos. 
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Gráfica 2. Se muestra el efecto del CUS04. i.p. a diferentes dosis, sobre la 
PL inducida por el QUIN (240 nmollllL) 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) 

66 



3.3. Efecto del cobre y del ácido ascórbico i.p. en la PL después de la 

administración de QUIN 

Como ya se mencionó, el ácido asc6rbico juega un papel muy importante 

dentro de las funciones naturales del cobre, por lo que pareció interesante 

investigar el efecto de esta vitamina dentro de los resultados hasta ahora 

obtenidos. 

Como se puede observar en la grafica 3, el ácido asc6rbico (Ase) no 

muestra ningún efecto dentro de la acción de cualquiera de las dos sustancias. El 

Ase muestra una diferencia significativa (p<0.01) con respecto a control, pero no 

muestra diferencias con respecto al grupo tratado con cobre o con el de cobre + 

Ase, por lo que no creemos que tenga algún efecto dentro de la actividad del 

cobre, al menos en el cuerpo estriado. 

El grupo tratado con Asc+ QUIN muestra una diferencia significativa con 

respecto a control (p<O.05), siendo los niveles de éstos no diferentes de los de 

QUIN; sin embargo, al aplicar los tres tratamientos, se demuestra el papel 

protector del cobre en una dosis de 5.0 mg I kg en la Pl. 
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Gráfica 3. Se muestra el efecto de diferentes tratamientos en la PL del cuerpo 
estriado; Control, Asc (ácido ascórbico 500 mg I kg i.p.), CUS04 ( 5.0 mg I 
kg), Asc + CUS04 (500 mg/kg 5.0 mg/kg respectivamente, i.p.), QUIN (240 
ng/uL, i.e.) Asc i.p. + QUIN i.e.; CUS04 i. p. +QUIN i.e; Asc+ CUS04 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) 
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3.4. Efecto del cobre sobre los niveles de GABA en el cuerpo estriado 

después de la administración del QUIN. 

Como se puede observar en la grafica 4, no hay evidencias de que el 

tratamiento de cobre tenga algün efecto dentro de los niveles de GABA; llama la 

atención en la gráfica que casi se observa un efecto de recuperación de los 

niveles dentro de los tratamientos con cobre; sin embargo, ésto no es significativo, 

aun que el tratamiento con QUIN si muestra una disminución en los niveles de 

GABA. 
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Gráfica 4. Se muestran los resultados de los niveles de GABA, determinados por 
HPlC, después de la administración de CUS04 ¡.p. (5.0 mglkg) y QUIN 
(240 nmoI/IlL); las barras representan la media .!. el e,e. de 6 
experimentos independientes. No se encontraron diferencias significativas 
después de un ANQVA simple. 
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3.5. Efecto del cobre sobre la actividad de la Cp después de la 

administración del QUIN. 

Con respecto a los datos que se pueden observar en la gráfica 5, 

observamos que la actividad de la Cp en el grupo tralado con SSI i.p. y QUIN í.e. 

mueslra una ligera inhibición dentro de la actividad ferroxidasa (-5% vs conlrol 

100%) de ésta enzima; sin embargo. esta no llega a ser estadísticamente 

significativa. Se observa un aumento en la actividad (39 % vs control) con el grupo 

tralado con Cu 5.0 mglmg que es estadísticamente significativo (p<0.05) con 

respecto a control y (p<O.OS) con respecto a QUIN; en el grupo tratado con Cu j.p. 

y QUIN i.e. se observa un aumento en la actividad que en cualquiera de los otros 

tratamientos (63% vs control) siendo esladísticamente significativo (p<O.01) vs 

control y (p<0.01) vs QUIN. 
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Gráfica 5. Se muestra el efecto del CUS04 i.p. sobre la actividad ferroxidasa de la 
Cp en LCR 120 minutos después de la administraci6n de QUIN. Las barras 
representan la media de las actividades + e.e. de 6 experimentos 
independientes; a) p<O.05 y A) p<0.01 diferencia liS control; b) p<O.05 y B) 
p<O.01 , diferencia liS QUIN (ANOVA seguido de Tukey). 
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CAPITULO IV DISCUSiÓN · 

Basándonos en el modelo experimental de la EH por inyección de QUIN en el 

cuerpo estriado de la rala (un agonista de receptores de tipo NMOA) para 

reproducir las características bioquímicas, conductuales e histopalológicas de la 

enfermedad (Beal y 0015 .. 1986) se probó el efecto del CuS04 sobre la posible 

atenuación de los efectos neurot6xicos del QUIN. 

la Pl es un evento que ocurre comúnmente en el cerebro de los mamíferos 

debido a la gran cantidad de ácidos grasos polinsaturados contenidos en el tejido 

neuronal. Algunos factores patológicos en el SN producen una excesiva activación 

de receptores de tipo NMDA, aumentando la generación de radicales libres, 

provocando PL como un índice de estrés oxidativo (Santamaría y Ríos, 1993). 

En este trabajo nosotros evaluamos la PL, producida por una lesión 

intraestriatal con QUIN, sugiriendo que el efecto de la neurotoxicidad puede ser 

relacionado a la excitotoxicidad producida por la apertura masiva de los canales 

iónicos de Ca+ -; una sobre activación de estos receptores se refleja en un 

aumento en los niveles de Ca" intracelular provocando entre otros procesos 

citotóxicos la generación de radicales libres, los cuales producen PL (Santamaria y 

Rios, 1991). 

Como se observa en los resultados (Gráfica 1) el cobre no tiene efecto 

significativo sobre la Pl basal. Sin embargo, el QUIN provoca un aumento en la 

Pl basal (Gráfica 2), por el mecanismo antes mencionado. Resultan interesantes 

los resultados observados con el tratamiento agudo de Cu, el cual atenúa el daño 

producido por el QUIN en el cuerpo estriado. Se puede predecir un bloqueo en la 

PL producida por el QUIN con un tratamiento aguda de Cu, proponiendo a este 

como un antagonista potencial de receptores para NMDA, esto se puede confirmar 

con los estudios realizados por Vlachová y cols.,(1996) en el cual evaluaron el 

efecto del cobre en la modulación de receptores de tipo NMDA en cultivos 

hipocampales de ratón; por estudios de patch-clamp ellos analizaron la inhibición 
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de receptore.s NMDA, activados por algunos agonistas selectivos a estos 

receptores, por concentraciones de Cuz. , sugiriendo que el cobre libre (Cuz.) 

inhibe directamente los receptores de tipo NMOA. actuando como un antagonista 

no competitivo a los sitios de glutamato o glicina. Además, datos reportados en la 

literatura sugieren que el Cu puede tener un efecto inhibitorio en al síntesis del 

oxido nítrico, así como un efecto inhibitorio sobre receptores de gtutamato en 

ciertas condiciones (Weiser y Wienrich , 1996) 

Por lo anterior sugerimos que el cobre puede bloquear a los receptores de 

lipo NMDA que pueden ser activados por el QUIN, deteniendo la activación de 

estos receptores, la apertura de los canales de Ca" con la correspondiente 

generación de radicales libres y la PL consecuente de estos eventos, ésto 

basándonos en los resultados obtenidos que muestran un claro efecto protector 

del Cu en este parámetro bioquímico con una respuesta de tipo dosis dependiente 

entre las primeras dosis. 

Tomando en consideración algunos reportes, donde el ácido asc6rbico (500 

mg/kg) bloqua los efectos del Cu en el hipotálamo de rata (cambios en las 

concentraciones de catecolaminas) (Messripour, 1988), se propuso un 

experimento alterno en el cual se pUdiera observar el efecto del ascorbato sobre 

los resultado hasta el momento obtenidos. Los resultados obtenidos (gráfica 3) 

nos demostraron que en este caso, el ascorbato (500 mg/kg) en combinación con 

el Cu, no modifica significativamente ninguno de los efectos observados en la PL. 

Se proponía que el ascorbato pudiera estar interfiriendo con el Cu 

cambiando su estado de oxidación de Cu·· a CU·, con el consecuente cambio en 

la función del cobre; como ya se revisó, el cobre puede también participar en la 

reacción de Fenlon, provocando un aumento en la generación de radicales libres, 

con un aumento en la PL; sin embargo, como se demostró al menos en el cuerpo 

estriado, los depósitos de cobre no se ven afectados por la administración de 

ascorbalo. 



Para continuar con el protocolo, se decidió trabajar sólo con la dosis de 5.0 

mglkg de CuS04 principalmente por que a una dosis mayor (7 .5 mglkg) mostró 

una alta mortalidad dentro de sus grupos (casi el 50%) 

Otro parámetro que indica el daño producido por el QUIN en el cuerpo 

estriado es la disminución de los niveles de GABA después de la lesión, por lo 

que para demostrar la protección del CUS04 se evaluaron los niveles de GABA 

después de 7 dias de la lesión; los resultados obtenidos demuestran que el CUS04 

protege los niveles de GABA hasta la línea basal. Una posible explicación de estos 

resultados puede darse recordando el efecto de la dizolcipina, la cual actua como 

antagonista para los receptores de tipo NMDA, provocando que no exista una 

sobre activación de los mismos; por lo tanto, este fenómeno no provoca una 

disminución en los niveles del neurotransmisor (Santamaría y cols., 1996). Por ello 

se puede proponer que efectivamente el Cu pudiera estar compitiendo por los 

sitios de unión del QUIN en dichos receptores, en un mecanismo similar al de un 

antagonista. 

Para intentar entender mejor estos mecanismos es necesario recordar los 

estudios realizados por Weiser y Wienrich (1996), quienes estudiaron el efecto del 

Cu en receptores para glulamato de cultivos de neuronas corticales; ellos 

encontraron que el Cu puede inhibir la activación de los receptores para AMPA y 

para NMDA pero por mecanismos diferentes, parece ser que la inhibición para 

AMPA es de tipo irreversible; sin embargo, para receptores de tipo NMDA es 

fácilmente reversible, con una clara y marcada dependencia a la concentración de 

agonista, sugiriendo, que el efecto del cobre sobre el sitio de unión es de tipo no 

oxidativo, aunque está reportado que los receptores NMDA contienen un sitio 

modulador sensible a oxidación. 

Por lo anterior se propone un mecanismo de acción del cobre en el cual 

este actue como un antagonista para los receptores de tipo NMDA, aunque la Pl 
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inducida por el QUIN puede ser consecuencia también de ta inhibición de 

procesos enzimáticos, ya que el QUIN puede disminuir la actividad de algunas 

enzimas con función antioxidante (catalasa, super oxido dismutasa, 

ceruloplasmina, etc.). Para evaluar otra posible explicación de los resultados 

obtenidos, se propuso evaluar la actividad de la Cp, ya que esta enzima además 

de ser antioxidante, es la principal proteína de transporte del Cu desde el higado 

hasta el SNC. Después de evaluar la actividad de la Cp se encuentran diferencias 

significativas para los grupos evaluados, lo que sugiere una participación de 

eventos antioxidantes dentro de la protección mediada por cobre, sin embargo 

estos datos no aportan una explicación clara o concluyente en cuanto a la 

protección del Cu en estos eventos de toxicidad. 

Después de analizar los resultados, podemos seguir proponiendo un 

mecanismo en el cual el Cu se comporte como un antagonista de los receptores 

para NMDA; sin embargo, estos datos no pueden ser concluyentes, además de 

recordar que los receptores de tipo NMDA pueden estar sobre activados en al EH, 

no se puede proponer un bloqueador de receptores pera NMDA como tratamiento 

para esta enfermedad, ya que todos ellos tienen efectos secundarios. 

Simplemente se propone un posible mecanismo de acción alterno en la 

enfermedad, apoyados en tos resultados experimentales. La acción del Cu como 

antagonista sobre receptores para NMDA deberá ser probada en futuros estudios 

en el modelo de Huntington para QUIN 
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CAPITULO V CONCLUSIONES 

El modelo de la EH producido por una inyección intraestriatal con QUIN ha 

sido postulado como una de las mejores herramientas para estudiar los posibles 

mecanismo de patogénesis, así como para probar compuestos que sean 

postulados como inhibidores del daño neurodegenerativo producido en el modelo: 

estos compuestos no deben de aumentar los estados de degeneración basal, por 

lo que lo primero en este trabajo fue demostrar que 1) el CUS04 solo no aumenta la 

PL basal en el cuerpo estriado de la rala . 

Por lo anterior y continuando el protocolo, se demostró que #) el CUS04 atenúa 

el daño peroxidalivo inducido por la inyección intraestriatal el QUIN, además de 

demostrar que ¡ji) El ascorbato no interfiere en los efectos del CUSO~ observados 

después de la administración del QUIN. 

Uno de los parámetros bioquímicos relacionados con la EH es la pérdida de las 

neuronas estriatales espinosas medianas las cuales están involucradas, entre 

otros procesos, en la producción de GABA, por lo que al pretender demostrar la 

protección del Cu resulta necesario evaluar este metabolito y observar la 

conservación de este tipo de cuerpos neuronales. En este trabajo se demostró que 

iv) el CUS04 ejerce un efecto protector sobre los niveles de GABA en el cuerpo 

estriado después de una inyección intraestriatal de QUIN. Después de estas 

observaciones se hace necesario investigar a) si existe realmente una 

conservación de las neuronas espinas medianas o quizá éste efecto esté regulado 

por otro tipo de proceso metabólico, además de b) tratar de elucidar cual es el 

posible mecanismo por el que se observa esta protección. En este trabajo 

continuamos sólo con la segunda línea de investigación proponiéndose un 

mecanismo de tipo enzimático, basado en la existencia de algunas enzimas que 

son dependientes (en estructura o función) de las concentraciones de Cu sérico, . 

como es el caso de la ceruloplasmina. encontrando que v) la actividad ferroxidasa 

de la ceruloplasmina se ve inducida por la administración de CUS04 a pesar de la 

lesión con QUIN. 
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A pesar de que se observa una inducción en la actividad de la Cp, ésta no 

es suficiente para proponerla como el principal agente involucrado en el 

mecanismo de protección, además de que surge la posibilidad que el Cu pueda 

estar involucrado directa mente con los receptores para NMDA, por lo que resulta 

necesario continuar con esta investigación, con la finalidad de esclarecer los 

mecanismos involucrados en este proceso, tratando siempre de dar evidencias 

que puedan resultar en un mejor entendimiento de los procesos patológicos de la 

EH. 
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