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Resumen

Objetivos: El presente estudio valor6é los cambios en biomarcadores de
estrés oxidativo y sistemas antioxidantes en pacientes con enfermedad
de Huntington. Analizando los cambios acontecidos en marcadores de
inflamacion mieloperoxidasa, interleucina 6 y proteina C reactiva, asi
como los niveles circulantes de factores neurotroficos. Todo ello
destinado a evaluar el posible uso de los biomarcadores de estrés
oxidativo como indicadores diagnéstico y prondstico de esta enfermedad,
asi como profundizar en el conocimiento mecanicista de la patogénesis

de este proceso.

Disefio experimental: Estudio transversal descriptivo entre variables
biolégicas de pacientes y controles. Para el presente trabajo se han
incluido un total de 19 pacientes diagnosticados de enfermedad de
Huntington (HD), con edad comprendida entre 26-58 afios, de los
atendidos en la consulta del Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario Reina Sofia de Cérdoba y del Hospital de Valmes de Seuvilla,
y clasificados segun The Unified Huntington’s Disease Rating Scale
(UHDRS), se han dividido en dos grupos segun la severidad: i) grupo
HD1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y ii) grupo HD2: pacientes
con una puntuacion UHDRS menor o igual a 70 puntos. Estos pacientes
han sido comparados con 19 sujetos control (sanos y sin ninguna

enfermedad neurolégica) tabulados por edad y sexo.

Las concentraciones de los biomarcadores de estrés oxidativo se
cuantificaron mediante técnicas espectrofotométricas, mientras que los
factores neurotréficos e IL-6 fueron valoradas mediante técnicas ELISA.
Finalmente, el analisis dinamico del dafio oxidativo se realizé mediante la
aplicacién de diferentes algoritmos. Para el estudio estadistico aplicamos

el programa estadistico SPSS compatible con PC.



Resultados: Los pacientes con enfermedad de Huntington presentaron un
mayor estrés oxidativo caracterizado por elevacion de los parametros
indicadores de dafio oxidativo y disminucion de los sistemas
antioxidantes, junto con una elevacion del cociente MPO/WBC. Datos que
se acompafiaron de descensos significativos en los niveles circulantes de

factores neurotréficos.

Conclusiones: Los pacientes con enfermedad de Huntington presentan un
estatus oxidativo diferente seguin su severidad y de estos respecto de los
sujetos sanos, fenémeno que avala la idea de la utilizacion de los
biomarcadores de estrés oxidativo como indicadores del estadio y

prondstico de esta patologia.
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ABREVIATURAS

AEDN: deficiencia antioxidante enzimatica

AEXD: Deficiencia antioxidante extracelular

AGEs: Productos finales de glicacion (glicosilacion) avanzada
AP-1: Proteina activadora 1

ASGD: Deficiencia global de los sistemas antioxidantes
BDNF: Factor neurotrofico derivado del cerebro
CAT: Catalasa

EH: Enfermedad de Huntington

EROs: Especies reactivas del oxigeno

ERNSs: Especies reactivas del nitrégeno

GDNF: Factor neurotréfico derivado de la glia
GOS: Estrés oxidativo global

GSH: Glutation reducido

GPx: Glutation peroxidasa

GRd: Glutation Reductasa

GSSG: Glutation oxidado

GST: Glutation-S-transferasa

GT: Glutation total

HD: Acrénimo inglés de Enfermedad de Huntington
HIF-1a: Factor 1 alfa inducible por hipoxia

HURS: Hospital Universitario Reina Sofia

htt: Proteina huntingtina

IFN-y: Interferon gamma



IgG;: Inmunoglobulina G,

IL: Interleuquina

LDH: Lactato deshidrogenasa

LPO: Productos de lipoperoxidacion

MPO: Mieloperoxidasa

NAD(P)H: Nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato) reducido
NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

NF-kxf: Factor nuclear kappa beta

NGF: Factor de crecimiento nervioso

Nrf2: Factor 2 relacionado con NF-E2

NT: Nitrotirosina

80OHdG: 8-desoxi-2-hidroxiguanosina
PAO: Actividad antioxidante plasmatica
PCR (CPR): Proteina C reactiva

RAGEs: Receptores para AGEs

RL (FR): Radicales libres

SOD: Superoxido dismutasa

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa
Trx: Tiorredoxina-1

TrRd-1: Tiorredoxina reductasa-1

UCO: Universidad de Cérdoba

UHDRS: Escala unificada de rangos de la enfermedad de Huntington
VSG: Velocidad de sedimentacion globular
VCAM-1: Molécula de adhesion vascular-1

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular



WBC: Células blancas sanguineas
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Introduccion

1. Introduccidén

1.1. Enfermedad de Huntignton

Considerada como enfermedad rara, presenta una prevalencia < 1/10.000, la
enfermedad de Huntington fue conocida durante mucho tiempo como “baile o
mal de San Vito”, Se trata de una enfermedad neurodegenerativa progresiva,
hereditaria y autosémica dominante. Durante varias décadas fue denominada
como corea de Huntington, hasta que en los estudios desarrollados durante
las décadas de los ochenta y noventa se comprobd que no sélo presentaba un
cortejo coreico sino muchos otros sintomas y signos no-motores, momento

que paso6 a ser conocida como enfermedad de Huntington.

Debe su nombre al médico estadounidense George Huntington (1850-
1916), quién dio a conocer con detalle sus caracteristicas y manifestaciones.
Sin embargo, fue Waters quién en 1842 la describi6é por vez primera. Aunque,
probablemente existieran ya descripciones menos completas y exhaustivas

con anterioridad (Walker, 2007).

Lla enfermedad puede manifestarse a cualquier edad, habitualmente
los primeros sintomas acontecen entre los 30-40 afios, existiendo una version

juvenil de inicio precoz a los 20 afios, menos comun (Ribai et al., 2007).

La enfermedad de Huntington se caracteriza por la alteraciéon en la

configuracién de la proteina huntingtina, y se encuentra agrupada dentro de
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las enfermedades neurodegenerativas conocidas como enfermedades
poliglutaminicas, poliQ, de expansién del triplete o enfermedades de
conformacién proteica (Ramsey et al., 2007). Este defecto se encuentra
englobado en el epigrafe de las denominadas mutaciones dinamicas. Como
puede deducirse de lo comentado, el trastorno genético consiste en la
expansion (repeticion) del triplete CAG que codifica para el aminoacido
glutamina (GIn o Q), de ahi que la secuencia de glutaminas se denomine

poliglutamina, poli Q o cola poli Q. (Leznicki, 2005).

Las enfermedades poliglutaminicas comparten las siguientes caracteristicas:

— Aparicion de sintomas cuando se supera un umbral de repeticiones
CAG (propio para cada una de ellas y en correlacion inversa con la edad de

aparicion de la enfermedad).

— Elongacion repetitiva de un triplete de nucleétidos, determinante de

su inestabilidad somatica e intergeneracional.

— A pesar de su ubicua expresion, afectacién primordialmente de

tejido nervioso (neuronasy glia).

— Formacion de agregados proteicos intracelulares, que pueden ser

citoplasmaticos y/o intranucleares. (Leznicki, 2005).

10
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1.1.1 La proteina huntingtina

La huntingtina es una proteina que posee un segmento poliQ a partir
del residuo 17, seguido de un segmento de repeticiones de prolina, cerca del
extremo N-terminal (Cattano et al., 2005). El segmento poli Q puede contener
de 5 a 30 repeticiones CAG; en funcién de ello, la proteina presenta un
tamafio aproximado de 3.136 aminoacidos y una masa molecular de 348 kDa.
El gen que la codifica (IT15) se encuentra en el brazo corto del cromosoma 4
(4p16.3) y fue caracterizado en 1993. (Huntington, 2007), (The Huntington’s

Disease Collaborative,1993).

Dicha proteina contiene multiples regiones que son importantes para
la interaccion con otras proteinas, entre ellas HAP-1, HIP-1, HIP-2,
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y calmodulina. (Nasir et al., 2000).
Esta presente en el nlcleo, citoplasma, dendritas, terminaciones nerviosas de
neuronas, asi como asociada a numerosos organulos, como el aparato de
Golgi, reticulo endopldsmico y mitocondria. Se expresa de forma ubicua, y se
encuentra tanto en el sistema nervioso (neuronas y glia) como en una gran
variedad de tejidos (higado, pancreas, testiculos, etc.). Se han evidenciado
diferentes dimensiones en la elongacién del triplete CAG en los tejidos
estudiados o areas cerebrales analizadas. Asi, dentro del tejido nervioso su
longitud es menor en el cerebelo respecto de la corteza frontal y estriado

(Strong et al.,1993).

11
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Diferentes estudios han puesto de manifiesto las multiples funciones
gue se le atribuyen a la proteina huntingtina, incluyendo de forma general:

(Landles et al., 2004).

— Participacion en el desarrollo embrionario de vertebrados.

— Comunicacion interneuronal.

— Regulacion transcripcional.

— Transporte intracelular.

— Degradacion celular.

En condiciones normales, el nimero de repeticiones del triplete CAG
oscila entre 5 a 30 veces (rango normal: 11-27). Los sujetos que contienen 31-
35 glutaminas se consideran pre-mutacionales, mientras que en los pacientes
con enfermedad de Huntington los residuos contienen mas de 35 y en la

mayoria de los casos 38 glutaminas (Li et al., 2004).

En 1987, se demostré que era la primera enfermedad genética
humana con una penetrancia completa, (Wexler et al., 1987). Asi, una cola
poli Q de 29-34 glutaminas (premutacién) no desarrolla fenotipo de
enfermedad de Huntington, pero incrementa el riesgo de su aparicion en la
siguiente generacion a través de la meiosis, mientras que colas poli Q con 35-
39 glutaminas desencadenan la enfermedad con una penetrancia variable o
incompleta, aumentando en las generaciones siguientes (Kieburtz et al.,

1994). Todo esto se debe a la inestabilidad en la replicacién cuando el nimero

12
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de tripletes es igual o superior a 28. (Walker, 2007).También, se ha observado
una mayor inestabilidad durante la espermatogénesis respecto de la
ovogénesis, hecho que en parte explicaria por qué es mas comuln esta
enfermedad en la descendencia cuando el portador de la alteracién es el
padre (Kimura et al., 2007). Adicionalmente, se conoce que la presencia de
més de 40 residuos en la cola poli Q desencadena una penetrancia completa,
mientras que una elongaciéon superior a 60 es caracteristica de las
denominadas formas juveniles con inicio de la enfermedad entre los 2 y los 20

afnos (Bruyn, 1968).

Estos datos, junto con otros, han llevado al establecimiento de una
estrecha relacién entre el nUmero de glutaminas, la intensidad del proceso y la
edad de aparicion de la enfermedad, que es mas grave y mas precoz cuantas

mas repeticiones presente la cola poli Q (Leznicki et al., 2005).

Diferentes estudios revelan que la longitud de la cadena poli Q parece
inducir cambios conformacionales en la proteina, lo que propicia la agregacion
tanto citosélica como nuclear, y con ello altera su funcion, recambio v,

finalmente, induce toxicidad (Bennett et al., 2007).

La huntingtina mutada se diferencia principalmente de la proteina

huntingtina no mutada en varios aspectos:

— Se presenta principalmente como acumulos en el ndcleo, aunque

también muestra inclusiones en el citoplasma.

13
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— Altera sus interacciones con diferentes proteinas, tales como HAP-1,

HIP-1 e HIP-2 (Mattson, 2002).

— Pierde la capacidad de inducir el factor neurotréfico derivado del

cerebro (BDNF).

— Disminuye la supervivencia neuronal e induce la muerte celular.

— No se une al factor citosdlico REST/NRSF ((Weiss et al., 2008;

Zuccato et al., 2011).

El mecanismo que puede implicarse en la aparicion de los agregados
intranucleares y citoplasméticos de huntingtina mutada no se ha establecido
aun con claridad. Sin embargo, se piensa que un cambio conformacional
disminuye la susceptibilidad de ésta a ser degradada por el sistema ubiquitina-

proteasoma lo que facilita la formacion de sus depdsitos (Bennett et al., 2007).

Por otro lado, se ha descrito que la degradacién de huntingtina
mutada por proteasas causa la aparicion de fragmentos que facilitan la
formacion de agregados (Gil et al., 2008). Basandose en esto, algunos
autores ponen en evidencia que los agregados formados por fragmentos
pequefios pueden ser mas toxicos que los originados por fragmentos mas
grandes (Gong et al., 2008). De tal forma que, por este y otros mecanismos, la
proteina huntingtina mutada puede afectar a proteinas nucleares vy
citoplasmaticas que regulan factores de transcripciéon, supervivencia,
neurogeénesis, apoptosis, funcion mitocondrial, supresion tumoral, liberacion
de vesiculas, protedlisis, degradacién de proteinas, neurotransmisores vy

14
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transporte axonal. (Gil et al., 2008). Por el contrario, estudios realizados por el
grupo de Arrasate y dol. sugieren que los cuerpos de inclusién son una
respuesta celular protectora frente a la huntingtina mutada, mediada en parte
por la mejora de la degradacion intracelular de proteinas. (Arrasate et al.,

2004).

1.2. Estrés oxidativo

El oxigeno es indispensable para los organismos animales, sin embargo, en
cierto modo, también es toxico en determinadas condiciones y circunstancias.
En 1777, Carl Wilhelm Sheele, describié por primera vez los efectos nocivos
del oxigeno sobre los seres vivos y a finales del siglo XIX Paul Bert realizo los
primeros experimentos controlados que demostraron su efecto téxico sobre

los organismos.

Dicha toxicidad del oxigeno se explica debido a la formacién de las
especies reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO son derivados del oxigeno.
Incluyen tanto especies radicales como no radicales que participan en la
iniciacion o propagacion de una reaccion en cadena. A pesar del papel
fisiolégico que desempefian algunas especies activadas de oxigeno, también
pueden dar lugar a reacciones de oxidacién indeseadas, contra las cuales los
organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes (Halliwell,
1996). La formacion de cierta tasa de radicales libres es un proceso normal e

inevitable, ya que son producto de infinidad de reacciones quimicas

15
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imprescindibles para la vida celular, pudiendo originarse como producto de
desecho de una reaccion quimica dada o como producto con una funcion
bioquimica en el organismo. Fridovich afirma, que el oxigeno molecular es
téxico virtualmente para todas las formas de vida, y esta toxicidad se hace
patente a concentraciones significativamente superiores a las ambientales,

siendo nuestro margen de seguridad muy estrecho.

Cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes se ve
superada por las agresiones oxidativas, se da la situacion denominada estrés
oxidativo y depende no sélo de la agresividad quimica del propio oxidante,
sino también de la cantidad de estos, del tiempo de exposicion, del tipo de
tejido que sufra el efecto y de la eficacia de las defensas antioxidantes
disponibles. En general, un estimulo oxidante de baja intensidad hace que una
célula pueda resistir luego condiciones mas oxidantes. Sin embargo, las ERO
gue se producen en cualquier estado fisiolégico, producen continuamente
dafio al ADN, a las proteinas y a los lipidos. Asi, se pueden detectar en
individuos sanos bases nitrogenadas alteradas en el ADN, aminoacidos

modificados en las proteinas y peroxidacion de lipidos.

Los radicales libres son especies quimicas (moléculas o atomos) que
contienen electrones desapareados en su orbital mas externo, y pueden tener
tanto carga positiva como negativa, o ser neutros. El ndmero total de
electrones en los radicales libres es impar y ello les hace muy inestables y
muy reactivos ya que tienden a eliminar los electrones solitarios para

mantener su estabilidad, por el contrario, la mayoria de las sustancias del

16
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organismo contienen soélo electrones apareados y suelen ser, por tanto,
quimicamente estables. El radio de accién de los radicales libres en general
es muy reducido, acostumbran a agredir a moléculas que tienen a su

alrededor.

En condiciones normales, el efecto de los radicales libres del oxigeno
es controlado por diferentes sistemas y mecanismos antioxidantes, los cuales,
intervienen en distintas fases de las reacciones productoras de dichos
radicales, desviandolos u orientandolos hacia productos inertes, también
existen sustancias denominadas “atrapadores de radicales libres”, del ingles
scavenger, susceptibles de enlentecer considerablemente las reacciones de
oxidacién en cadena. Cuando se produce el desequilibrio entre sustancias
prooxidantes y antioxidantes a favor de las primeras, el resultado es un dafio
oxidativo, que puede afectar a diversas moléculas, pudiéndose reflejarse en

sus funciones fisioldgicas (Sies, 1986).

La capacidad que presentan las ERO de oxidar macromoléculas
biolégicas tales como el DNA, proteinas y lipidos contribuyen a la patogénesis

de una variedad de enfermedades (Vaughan, 1997).

Se puede decir que los radicales libres son los Ultimos patégenos que
han surgido en el panorama médico, siendo la bioquimica de éstos una parte
esencial de su estudio en farmacologia, toxicologia humana, ciencias del
medio ambiente y biologia celular. El dafio causado por dichos radicales es un

factor importante que participa en procesos como inflamacién cronica,

17
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patologia cardiovascular, neoplasias, enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo el Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerosis multiple, epilepsia,
procesos respiratorios, envejecimiento, dermopatias, intoxicaciones,
neurogeriatria, oftalmologia, diabetes, procesos reumaticos, trastornos
digestivos, sindrome metabdlico, etc. (Frisard et al., 2006). El cerebro
presenta bajos niveles de defensas antioxidantes, alto contenido en lipidos,
especialmente acidos grasos insaturados y catecolaminas, las cuales son

susceptibles al ataque de ERO.

1.2.1 Antioxidantes

Son sustancias que a bajas concentraciones respecto a un sustrato oxidable,
retardan o previenen la oxidacion de dicho sustrato. Son considerados buenos
antioxidantes aquellos que previenen la formaciéon de radicales libres en
cantidades perjudiciales, los que estimulan mecanismos de reparacion
enddégena al dafio causado por el ataque de radicales libres y los que
suministran entidades quimicas que aumentan la capacidad endbégena de

secuestro de radicales libres.

El primer estudio sobre antioxidantes fue llevado a cabo en 1922 por
Moreau y Dufraise al descubrir que las reacciones de oxidacion son detenidas
por determinadas sustancias. La industria alimenticia también estimulé el
desarrollo del estudio de los antioxidantes con el fin de evitar las oxidaciones
de los materiales alimentarios. Asi, se descubri6 y sintetizé la vitamina E o
alfa-tocoferol. Posteriormente Szent-Gyorgy descubrié la vitamina C (acido
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ascorbico), asi como los efectos antioxidantes del &cido Urico, glutation y otras
moléculas. De Duve describié que los peroxisomas (organulos celulares que
desempefian un papel importante en la detoxificacién de diversos productos)
son ricos en la enzima catalasa, cuya funciéon es la de disputar el peréxido de

hidrégeno en agua y oxigeno molecular.

Otro hito importante en el estudio del papel de los radicales libres (RL)
en biomedicina fue el descubrimiento en 1968 por McCordy y Fridovich de las
superéxido dismutasa (SOD), enzima que acelera la dismutacién del anion
superoxido en perdxido de hidrégeno y O%,. Seguidamente, se conocid el
papel de la glutation peroxidasa (GPx), enzima citosoélica e intramitocondrial
dependiente de selenio y encargada de degradar la mayor parte del peréxido
de hidrégeno, en presencia de glutation reducido (GSH), en agua y en

glutation oxidado (GSSG).

Glutation reducido (GSH)

El glutatiébn reducido (gamma-glutamil-cisteinil glicina es la fuente mas
abundante de tioles (compuestos con grupo —SH) no proteicos en las células
(mas del 90%), en su estructura presenta dos caracteristicas fundamentales,
en primer lugar la presencia de un grupo tiol en la cisteina, y en segundo lugar
la presencia de un enlace gamma-peptidico que lo hace resistente a las
peptidasas de la célula, las cuales solo actian sobre los enlaces alfa-amino-

acilo. Este enlace gamma-glutamilo entre el glutamato y la cisteina sélo es

19



Introduccion

hidrolizable por la enzima gamma-glutamil transpeptidasa, presente en la

membrana plasmatica.

Se trata de un tripéptido formado por los amino&cidos: acido

glutamico, glicina y cisterna (Glu-Gly-Cys)

El contenido de GSH en los distintos tejidos varia dependiendo de la
funcion del tejido. Su contenido en la dieta no influye en los niveles celulares

de GSH ya que este tripéptido es degradado en el intestino delgado.

La sintesis y degradacion de GSH forma el ciclo del gamma-glutamilo.
El GSH es sintetizado en el higado por la accién de dos enzimas, gamma-
glutamil cisteina sintetasa y la glutation sintetasa. La gamma-glutamil cisteina
sintetasa es la etapa limitante en la sintesis de GSH y es inhibida por el
glutation mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa. La cisteina
es el sustrato limitante de la reaccién de sintesis del GSH, de forma que
aumentando la disponibilidad de cisteina mediante la administracion de N-
acetilcisteina se aumenta su concentracion intracelular. También, la sintesis
de GSH puede realizarse mediante la internalizacion al interior de la célula de
la gamma-glutamil cisteina extracelular, para ser reducida en la célula y
formar cisteina y gamma-glutamil cisteina. Estas son sustrato para la gamma-
glutamil cisteina sintetasa y para la GSH sintetasa respectivamente (Meister et

al., 1983).

El GSH, una vez sintetizado, se transporta a los tejidos a través de la

sangre. La degradacion del GSH tiene lugar fuera de la célula y es llevada a
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cabo por la gamma-glutamil transpeptidasa y por las dipeptidasas. Los
sustratos para la degradacion pueden ser tanto el GSH, como el GSSG como

S-conjugados del GSH.

Algunos autores han postulado que el ciclo del gamma-glutamilo es un
sistema de transporte de aminoacidos a través de la membrana. Esta forma
de transporte se ha corroborado en eritrocitos, en rifion y en otros tipos

celulares y tejidos (Meister et al., 1983).

Una funcién importante del GSH es su capacidad antioxidante,
interactda facilmente con una amplia gama de RL cediendo un protén. Una de
las funciones antioxidantes mas importantes del GSH es la eliminacién de
peréxido de hidrégeno (H,O,) y perdxidos organicos en la reaccion catalizada
por la GPx, en la que dos moléculas de GSH donan dos atomos de hidrogeno
para dar lugar a glutation oxidado (GSSG), el cual posteriormente es reducido
por la glutation reductasa (GRd) para restaurar el GSH. La concentracion de

GSSG en la célula se mantiene a niveles muy bajos.

También estd implicado en la reduccion de varios antioxidantes
celulares como por ejemplo la vitamina E y el semidehidroascorbato (radical
de la vitamina C), en la sintesis de DNA, como almacén y forma de transporte
de cisteinas (Meister et al., 1983). La cisteina, incluso a concentraciones no
excesivamente altas, es toxica para la célula. Una forma de almacenar tioles
no proteicos es hacerlo en forma de glutatién, en lugar de cisteina. En la

detoxificacion de xenobidticos, como la metabolizacion del paracetamol, con lo
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que el tratamiento con metionina y N-acetil cisteina por via oral podria estar
indicado en el tratamiento de la hepatotoxicidad por paracetamol, en el control
del crecimiento celular (Terradez et al., 1993) en la regulacién de la apoptosis
(Esteve et al., 1999) y en la sintesis y degradacién de proteinas, de forma que
las fases de iniciacion y elongacion del proceso de traduccion que tienen lugar

en la sintesis proteica se inhiben cuando el GSH se oxida.

Los responsables de la inhibicién de la sintesis proteica pueden ser
tanto la deplecién del GSH, como el incremento del GSSG como ambos a la
vez. Por otra parte, el GSH contribuye al mantenimiento del estado redox
celular, al cual son sensibles las proteinas. Estas cambian su funcion y
conformacion ante cambios en el estado redox, siendo mas susceptibles de

degradacion cuando éste es mas oxidante (Droge, 2002).

Por tanto, y debido al cambio de conformacion que pueden sufrir
algunas proteinas enziméticas que alteran su funcién, el GSH, en la medida
en gque mantiene los tioles proteicos de aquellas permite mantener la
conformacion y regular la actividad enzimatica de enzimas metabdlicas

importantes, evitando la formacién de disulfuros mixtos y puentes disulfuro.

Ademas, el GSH actia como cofactor para algunas enzimas, como la
glioxalasa | y Il, en las cuales el GSH se consume en la primera reacciéon y se

regenera en la segunda.
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Glutatiéon reductasa

La GRd es una flavoenzima dependiente del nicotinamin adenin dinucleétido
fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del GSSG a GSH el cual
sera utilizado por la GPx para la reduccion del H,O, y de lipoperéxidos (L-
OOH). Se puede decir que especificamente, tiene una funcién de pivoteo en el
estrés oxidativo. Esta se encuentra en todos los organismos aerdbicos. Dicha
enzima juega un papel importante en la defensa antioxidante y debido a su
presencia en los diferentes tejidos y o6rganos estd involucrada en la

fisiopatologia de varias enfermedades.

Se trata de una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades
idénticas entre si unidas por un puente disulfuro. Ambas subunidades
presentan residuos esenciales que contribuyen a los sitios activos y de unién
al GSSG, por lo que no presenta actividad enzimatica en su forma
monomeérica ya que su sitio de unién para el sustrato y su sitio catalitico estan

compuestos por residuos de ambas subunidades.

El sistema antioxidante GPx/GRd esta relacionado con otros sistemas
antioxidantes como el superdxido dismutasa/catalasa (SOD/catalasa). Se ha
observado que ambos sistemas no actlan a la par, la CAT actla en presencia
de altas concentraciones de peréxido de hidrégeno y a bajas concentraciones
actla la GPx. La actividad de la catalasa y de la GPx esta inversamente
correlacionada, mientras que la catalasa y la GRd presentan correlacion

positiva.
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La GRd permite mantener concentraciones de GSH en la célula no
sélo para ser utilizado por la GPx en la eliminacion del peréxido de hidrégeno
ya que el GSH es de utilidad en la recuperacion de las vitaminas C (acido
ascorbico) y E (alfa-tocoferol), ademas de participar en la eliminaciéon de
radicales libres. Asi, la alteracion de la actividad de la GRd provocara
disminucién en las concentraciones de GSH dando lugar a un aumento en los

niveles de ERO.

La unién no enzimética de azlcares a proteinas (glucacion) es un
fendmeno bioldgico comin que esta incrementado en la diabetes. La GRd es
susceptible de ser glucosilada y desarrollar una actividad alterada. La enzima
puede ser protegida de la glucosilacién por algunos medicamentos como la

aspirina, que pueden ser usados para prevenir las cataratas en el diabético.

Se plantea que la ingestion de dietas ricas en grasa favorece la
disminucién de la actividad de la GRd asi como de la GPx, indicando que,
dietas altas en grasas y en colesterol inducen un desbalance de la defensa

antioxidante lo cual provocard un aumento de la peroxidacion lipidica.

Glutation peroxidasa

La GPx es responsable de la eliminacion de peroxido de hidrogeno e
hidroperéxidos de los lugares con bajos contenidos en catalasa o sin catalasa
(Voetman et al., 1980) y limita igualmente la propagacion de radicales

reduciendo los peroxidos (ROOH) inestables en acidos grasos hidroxilados
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(ROH)). Reduce los hidroperoxidos utilizando glutation como agente reductor,
aunque las de hidroperoxidos de fosfolipidos pueden utilizar tiorredoxina,

glutaredoxina o tioles proteicos como fuente de poder reductor.

Los mamiferos tienen varios tipos: citosolica (GPx1), gastrointestinal
(GPx2), plasmatica (GPx3) y la de hidroperdxidos de fosfolipidos (GPx4)
(Brigelius-Flohé, 1999). Son homotetrameros con la excepcién de la GPx4 que
es un monémero de tamafio menor al de las subunidades de las otras
glutatién peroxidasas. La GPx de hidroperdxidos de fosfolipidos es capaz de
actuar sobre los fosfolipidos de las membranas celulares y de las
lipoproteinas, ademas de los hidroperéxidos de timina y de ésteres de
colesterol. Ademas, esta enzima se requiere durante la espermatogénesis
(Maiorino et al., 2002). Se trata de una enzima dependiente de selenio (Se),
que acelera el paso del peroxido de hidrogeno a agua en presencia de GSH.
La GPx citosdlica es la enzima més abundante sobre todo en los eritrocitos, el
higado, los rifiones y los pulmones. La GPx plasmatica no sélo esta en el
plasma sanguineo sino que en la mayoria de secreciones corporales. Se
sintetiza en el rifidén y de ahi es liberada a la sangre. La GPx gastrointestinal

sélo se encuentra en el epitelio del tracto digestivo y en el higado.

Los principales mecanismos de accién caracteristicos de la GPx son:
Su amplia especificidad con respecto a los hidroperoxidos, su alta
especificidad para el glutatién, la selectiva inhibicidon por yodo-acetato de la

unién enzima-sustrato, su cinética de vaivén y el caracter esencial de la
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presencia de selenio en su grupo funcional para que desarrolle actividad

enzimatica.

Supero6xido dismutasa

La superoxido dismutasa (SOD) fue descubierta en 1968, utilizandose para
tratar la artritis en adultos, problemas respiratorios en en nifios y como una
terapia coadyuvante en el tratamiento del cancer. La SOD es un mecanismo
de defensa de las células para atrapar a los radicales libres y prevenir
enfermedades (Orr et al., 1994). Forman un conjunto de enzimas
citoplasmaticas que no se encuentran en las células anaerobias obligatorias.
Debido a que la funcion fisiolégica de las SOD es la eliminacion de los
radicales superéxidos, producidos en las reacciones del metabolismo
aerébico. En el hombre hay dos SOD, una que se encuentra en el citoplasma
y otra en el espacio intermembranoso mitocondrial cuya parte activa contiene

cobre (Cu) y zinc (Zn) y otra que contiene manganeso (Mn).

Las concentraciones de SOD son muy bajas o nulas en el plasma. Su
accion consiste en acelerar considerablemente la dismutacién del i6n
superoxido (O,7) en perdxido de hidrogeno, impidiendo asi la coexistencia de
las dos especies y por tanto la produccion de radical hidroxilo, debe hallarse

obligatoriamente asociada a las de las catalasas/peroxidasas.

El superéxido junto con el 6xido nitrico genera peroxinitrito, el cual es

principalmente responsable de la muerte de las células. Debido a que el
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superoxido es tan potencialmente dafiino, la SOD existe en 2 formas en la
célula. En las mitocondrias, las cuales son las estructuras productoras de
energia de la célula, la SOD esta presente como un enzima que contiene
manganeso. En el citoplasma de la célula, el cobre y el zinc son los metales
principales encontrados en la estructura de la SOD. La presencia de la SOD
en ambos lugares, en la mitocondria y el citoplasma asegura que mucho del

superoxido sea convertido en peréxido de hidrégeno.

Catalasa

La catalasa (CAT) es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y
se encuentra ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su
actividad varia en dependencia del tejido; ésta resulta mas elevada en el
higado y los rifiones, mas baja en el tejido conectivo y los epitelios, y
practicamente nula en el tejido nervioso. A nivel celular se localiza en las
mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los eritrocitos, donde se

encuentra en el citosol.

Es una metaloproteina tetramérica, que consta de 4 subunidades
idénticas que se mantienen unidas por interacciones no covalentes (Hadju et
al., 1977). Como parte del sistema antioxidante esta involucrada en la
destruccion del H,O, generado durante el metabolismo celular. Esta enzima
se caracteriza por su alta capacidad de reaccion pero relativamente poca

afinidad por el sustrato.
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1.2.1 Estrés oxidativo y vias de sefalizacion

El estrés oxidativo puede modular una amplia variedad de procesos biolégicos
por sefales en la superficie celular con cambios en la expresion de genes. Se
sugieren mudltiples vias de sefalizacion. De hecho los EROs pueden ser
definidos como un verdadero segundo mensajero que regula varias cascadas
de sefales de transduccion de factores de transcripcion nucleares, incluyendo
la modulacion de la sefial del Ca®*, vias de la proteina quinasa y fosfatasa

(Palmer et al., 1997).

Algunos procesos de oxidacién son reversibles y pueden jugar un
papel en la regulaciéon dindmica de eventos como resultado en la variacién de
la condicién redox dentro de la célula. Tales variaciones pueden causar
cambios en las proteinas de sefializacion y maodificar vias transduccionales.
Los EROs en general y el peréxido de hidrégeno en particular, son segundos
mensajeros para varios estimulos fisiolégicos y patolégicos, tales como
citoguinas inflamatorias, angiotensina, factores de crecimiento, radiacion
ionizante etc. (Abe et al., 1998). Por ejemplo, el factor de crecimiento derivado
de plaquetas incrementa los niveles de perdxido de hidrégeno intracelular en
células musculares vasculares lisas e induce la fosforilacion de tirosina y la
estimulacion de la quinasa serina/treonina (Suzuki et al., 1997). La proteina-G
Ras actla como un mediador de la sefial de EROs, activando una cascada
de quinasas, incluyendo diversos miembros de la familia de la MAP-quinasa

(Irani et al., 1997). En el caso de ERK5 o BMK1 (gran MAP-quinasa), el
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peroxido de hidrogeno parece ser un activador exclusivo (Abe et al., 1997). La
homocisteina es un factor de riesgo independiente para la aterosclerosis que
induce estrés oxidativo (Loscalzo, 1996).

Estas observaciones sugieren que los ERO pueden mediar vias de
sefializacion especificas dentro de la célula, asi como, las proteinas pueden
ser diferentemente sensibles a la oxidacién dependiendo de su contenido en
residuos de cisteina, su conformacién vy la intensidad de estrés oxidativo
(Sundaresan et al., 1995). Por lo tanto, la posible sefial especifica puede ser
mediada por el estrés oxidativo. Diferentes agentes inducen estrés oxidativo
para estimular la actividad de la tirosina quinasa, inducir fosforilacién en
residuos tirosina y activar a la proteina quinasa C, c-Src, raf-1 y MAPK
(Sundaresan et al., 1995). Baas y Berk demostraron que el radical superéxido
incrementa la actividad de la MAPK en células musculares lisas vasculares.
Tratamientos con antioxidantes inhiben la generacion de radicales

superoxidos y bloguean la activacion de la MAPK.

1.3. Enfermedad de Huntington y estrés

oxidativo

El estrés oxidativo desempefia un papel importante en la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral

amiotréfica, la esclerosis multiple, etc. (Sorolla et al, 2008).
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En el caso de la enfermedad de Huntington, los estudios ponen de
manifiesto la presencia de estrés oxidativo, tanto en pacientes como en
modelos con roedores. Dicho estrés oxidativo se caracteriza por un aumento
en el dafo al ADN (80OHdG) (Browne et al., 2006,1997), a las proteinas
(grupos arbonilos y nitracion de proteinas) (Sorolla et al., 2008), y a los lipidos
(malondialdehido, 4-hidroxinonenal y sustancias reactivas al &cido
tiobarbitdrico), y una disminucién en el contenido de glutation reducido, (Gil et
al., 2008), asi como un incremento en las enzimas antioxidantes como GPX,

CAT y SOD (Santamaria et al., 2001).

Segun los datos disponibles, el desequilibrio oxidativo acontece antes
de la aparicion de los sintomas, lo que evidencia que el estrés oxidativo es un
evento primario y no un fenémeno secundario al dafio y muerte celular en este
proceso, situacion que avala el hecho de que las especies reactivas, tanto del
oxigeno como del nitrégeno, desempefian un papel central en la
neurodegeneracion, (Guimaraes et al., 2009). Adicionalmente, se demostro la
existencia de una correlacién entre la gravedad de la enfermedad —segun la
Unified Huntington’s Disease Rating Scale— y los niveles de malondialdehido,
lo que indica su posible potencial como biomarcador. Este mismo grupo
evidencio la existencia de una correlacion entre el nimero de tripletes CAG en
el ADN mitocondrial de leucocitos de estos pacientes y la gravedad de la
enfermedad, lo que apunta la posibilidad de que la longitud de repeticiones
CAG pueda servir como indice de las enfermedades poli Q, de manera

especial de la enfermedad de Huntington. (Liu et al., 2008).
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Por otro lado, se detectaron niveles reducidos de BDNF en suero de
pacientes con la enfermedad de Huntington (Ciammola et al., 2007), que
pueden ser regularse como respuesta al estrés oxidativo y la produccion de
especies reactivas (Wang et al., 2006). Estudios experimentales manifiestaron
una importante relacion e interaccién entre el tamafio de expansion de la cola
poli Q, niveles de proteina huntingtina mutada, incremento de metabolitos
téxicos y mecanismos de toxicidad (estrés oxidativo, sucesos inflamatorios,
etc.) que delimitan tanto manifestaciones clinicas (penetrabilidad) de la
enfermedad como deterioro asociado a ella (Pérez-De la Cruz V, 2007). Asi,
la intensidad de las modificaciones oxidativas es proporcional al nimero de

repeticiones CAG en el polipéptido huntingtina-poli Q.

El dafio oxidativo observado en estos pacientes puede atribuirse a la
presencia de la huntingtina mutada. Asi, los depdstios de huntingtina mutada
provocan un incremento en los niveles de especies reactivas del oxigeno en
neuronas y células no neuronales, situacion que guarda perfecta concordancia
con la caracteristica de que estos acumulos proteicos funcionan como centros

dependientes del hierro de estrés oxidativo.

Estudios bioquimico-moleculares muestran alteraciones en la funcion
mitocondrial de pacientes con enfermedad de Huntington. Una de estas
alteraciones afecta a la cadena de transporte electrénico, concretamente a los
complejos Il y Ill. Esta situacién origina un descenso significativo en la
oxidaciéon del succinato en su transformacion a fumarato por accion de la

succinato deshidrogenasa, asi como una reduccién en la produccién de la
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sintesis de adenosin trifosfato. Otros trabajos muestran afectacion de los
complejos | y IV de la cadena de transporte electrénico y del complejo piruvato

deshidrogenasa. (Brouillet el al., 2005).

Con el fin de estudiar las posibles vias y mecanismos subyacentes en
la patogénesis de esta enfermedad, ademas de analizar nuevas dianas
terapéuticas, se han desarrollado modelos de neurodegeneracion por

neurotoxicos (Pérez-De la Cruz et al., 2007).

Para abordar los procesos de neurodegeneracién acontecidos en el
ser humano, como en la enfermedad de Huntington, son de gran utilidad y
apoyo los modelos experimentales, tantolos que usan animales transgénicos
como los inducidos por neurotédxicos, a pesar del salto filogenético que implica

Su uso.

Los modelos transgénicos desarrollan cuadros con gran similitud
fenotipica, bioquimica y genética al ser humano, y muestran no solo los
cambios conductuales, tréficos y bioquimicos caracteristicos, sino también las
alteraciones genéticas implicadas y, en consecuencia, los depésitos de la
proteina huntingtina mutada. Sin embargo, debemos tener presente su
delicado manejo y su coste, asi como el hecho de que existen diferentes
modelos transgénicos que manifiestan diferencias entre ellos y, en algunas
ocasiones, con el propio proceso humano. En la actualidad, se dispone de una

gran variedad de modelos genéticamente manipulados (transgénicos):
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— Transgénicos propiamente denominados: aquéllos que tienen
incorporado en su genoma un fragmento de ADN ex6geno con un nimero de
copias en tandem y al azar (por ejemplo, YAC72, YAC128, R6/, R6/2).
(Mangiarini et al., 1996). El R6/2 es uno de los mas utilizados, ya que

manifiesta una forma muy agresiva y similar a la variante juvenil.

— Knock-in: aquéllos en los que se ha sustituido un gen normal para la
proteina huntingtina, insertandose una secuencia codificante o el gen
completo para la huntingtina mutada en la localizacion exacta dentro del brazo
corto del cromosoma 4, lo que le va a conferir otras propiedades determinadas

(por ejemplo, CAG140) (Menalled et al., 2003).

— Knock-out: inactivacion de los dos alelos de un gen.

Segun nuestro conocimiento, estos modelos en roedores no muestran
algunas de las alteraciones cerebrales (inclusiones nucleares y agregados de
neuropilo) y modificaciones de la conducta (distonia y corea) que padecen los
pacientes con esta enfermedad. Por ello, se han desarrollado modelos de
primates no humanos transgénicos, utilizando al macaco rhesus, que
adicionalmente reproduce modificaciones cerebrales y conductuales similares
a las del ser humano (inclusiones nucleares, agregados de neuropilo, distonia

y corea) (Yang et al., 2008).

Por su parte, los modelos inducidos mediante agentes neurotéxicos
presentan como ventajas ser mas econémicos y mas facilmente manipulables,

y reproducir cambios bioquimicos, moleculares y conductuales similares a la
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enfermedad estudiada. Al igual que los modelos transgénicos, también
presentan algln inconveniente o limitacién, como seria, principalmente, el no
mostrar el defecto o la alteraciébn genética. En el caso especifico de los
agentes neurotéxicos reproductores de un modelo similar a la enfermedad de
Huntington (&cido quinolinico, &cido 3-nitropropionico), no manifiestan la
expansion del triplete CAG y, por lo tanto, los depésitos de proteina

huntingtina mutada.

En el caso concreto de la enfermedad de Huntington, el modelo
inducido por el acido 3-nitropropidnico reproduce con fidelidad cambios
conductuales y del comportamiento, asi como bioquimico-moleculares y
celulares similares a los acontecidos en esta enfermedad, excepto los
depositos citoplasmaticos e intranucleares de huntingtina mutada (Pérez-De la

Cruz et al., 2007).

Estudios experimentales ponen de manifiesto que la excitotoxicidad
guarda una estrecha relacion con el estado oxidativo encontrado. Este
binomio constituye la piedra angular de la patogénesis de este proceso
patologico. Asi, la excitotoxicidad desencadenada por glutamato en la
enfermedad de Huntington se asocia a un incremento intracelular de ion calcio
y ERO y ERN (Lafon-Cazal et al, 1993). Estudios en los modelos
experimentales, anteriormente comentados, refuerzan estos datos, porque
ponen de manifiesto este punto, asi como el hecho de que la propia
neurotoxicidad de los agentes disminuye el umbral de los receptores

glutamatérgicos al glutamato, por lo que se requiere para su estimulacion
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menor concentracion de este neurotransmisor. Esto implica que menores
concentraciones de glutamato serian capaces de desencadenar el fenémeno
de la excitotoxicidad. (Beal, 1994). Se trata éste de un punto de relevancia,
debido a los resultados contradictorios obtenidos en los modelos
experimentales, asi como a la implicacion de la via corticoestriatal, que
desempefia un papel importante en el desarrollo del fenotipo de dicha
enfermedad (Cepeda et al., 2007). Es interesante tener presente que
diferentes modelos de exon-1 son resistentes a la excitotoxicidad,
probablemente debido a la activacibn de mecanismos compensatorios
(Hansson et al., 1999). Por otro lado, en el caso de los YAC128, muestran
una mayor sensibilidad a la excitotoxicidad, al menos en parte, por la via de la

muerte celular mediada por calpaina (Cowan et al., 2008).

La elevacién de calcio intracelular se traduce en la activacion de la
Oxido nitrico sintasa (NOS) neuronal o tipo |, y la consiguiente liberacién de
Oxido nitrico (NO). ElI NO, un gas que actla de segundo mensajero y que se
ha involucrado en la plasticidad neuronal se transformara en peroxinitrito tras
reaccionar con el anion superéxido procedente de la cadena de transporte de
electrones, asi como de otras reacciones redox, como la establecida por la
NADPH-oxidasa o la xantino oxidasa. Dichos sucesos, junto con el
metabolismo de la dopamina, que puede sufrir un proceso de autooxidacion,
inducen un desequilibrio entre los sistemas oxidantes/antioxidantes a favor de

los primeros y caracterizado por una produccién y liberacion excesiva de
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ERO/ERN y un declive en los sistemas antioxidantes, tanto enziméticos (SOD

y GPx) como no enzimaticos (GSH) (Gil et al., 2008).

Recientes estudios han involucrado el estrés oxidativo presente en
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington o la
activacion del factor de transcripcion Nrf2. Este factor modula la expresion de
los denominados vitagenes, genes conservados en la evolucion filogenética
de la especie y que regulan la expresion de proteinas antioxidantes de
citoproteccion de fase Il, como tiorredoxina/tiorredoxina reductasa 1, glutation-
S-transferasa (GST), glutatibn peroxidasa y superoxido dismutasa 1. Dicho
factor se encuentra secuestrado en el citoplasma por la proteina Keapl. Este
complejo puede separarse, entre otros fendmenos conocidos, por la accion de
las especies reactivas del oxigeno sobre Keapl o por la fosforilacién de Nrf2,
lo que da como resultado la liberacion citoplasmatica de Nrf2 y su
consiguiente translocacion al nucleo, donde induciria la transcripcion de

proteinas antioxidantes.

Un reciente estudio muestra que la huntingtina mutada activa estos
genes relacionados con la respuesta antioxidante/reductora via Nrf2-ARE (van
Roon-Mom et al., 2008). Esta claro que en el curso natural y evolutivo de la
enfermedad de Huntington esta respuesta es insuficiente, ya que, finalmente,
se establece el dafio oxidativo y la muerte neuronal. Sin embargo, tiene gran
relevancia, ya que con ella se abren nuevas perspectivas para estrategias
terapéuticas que puedan llevar a un retraso en el inicio de la enfermedad o a

un enlentecimiento en su evolucidon, mejorando con ello las expectativas de
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calidad de vida de los pacientes. Sin duda, y a la luz de las evidencias

cientificas, se requieren mas estudios en esta linea.

Adicionalmente, Taherzadeh-Fard et al muestran evidencias de que el
coactivador 1a de PPARYy actlia como pieza clave en la proteccion neuronal
frente al dafio oxidativo involucrado en la patogénesis de la enfermedad de
Huntington. (Taherzadeh-Fard et al., 2009). PGC-1a induce la transcripcion de
programas celulares regulando la respiracion mitocondrial, la defensa frente al
estrés oxidativo y la termogénesis adaptativa situacion que también posibilita
la generaciéon de nuevos focos calientes en los estudios de este proceso

patolégico.

Si bien son mudltiples las vias implicadas, alin se desconoce, en parte,
cudl es el papel desempefiado por cada una de ellas y la secuencia de
aparicion e induccion en la enfermedad de Huntington. Datos recientes ponen
de manifiesto que el estrés oxidativo, ya sea causa o efecto, tiene un papel
relevante y crucial en el curso y evolucion de la enfermedad de Huntington, se
ha asociado con los distintos estadios evolutivos de la enfermedad y puede
utilizarse como marcador de la evolucién-pronéstico de la enfermedad y de la
efectividad terapéutica. Es también un foco de interés para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de la enfermedad de

Huntington.
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2. Estado actual del problema

La enfermedad de Huntington (HD, acrénimo de su nombre en inglés
Huntington’s disease), hereditaria y con una prevalencia baja (<10
pacientes/100000 habitantes), es catalogada como enfermedad rara. Se trata
de un proceso neurodegenerativo autosomico dominante, que debe su
nombre al Dr. George Huntington quién la describié en 1872. La enfermedad
de Huntington es causada por la expansion de la secuencia del triplete
citosina-adenina-guanina (CAG) presente en el exén 1 del gen que codifica el
extremo de glutaminas para la proteina huntingtina (Johri y Beal, 2012; Tasset

et al., 2009; Weir et al., 2012).

En la mayor parte de los casos, la enfermedad, se manifiesta con una
penetrancia completa, es decir, expresa todo su fenotipo caracterizado por
alteraciones motoras y cognitivas, con grados diferentes en el cambio de la
personalidad y en los procesos psiquiatricos manifestados por los pacientes.
Su inicio acontece entre los 30 y 50 afios, mostrando una evolucion progresiva
que conduce a la muerte del paciente entre los 15 y 20 afios después de su

inicio (Johri y Beal, 2012; Tasset et al., 2009; Weir et al., 2012).

A dia de hoy, las funciones de la proteina huntingtina no son
conocidas con precision y claridad en su totalidad. Si bien, es sabido que esta
proteina presenta una distribucién ubicua, participando en funciones como:

transporte de vesiculas, biogénesis mitocondrial, endocitosis, mitosis y

41



Estado actual del problema

sefializacion intracelular. Por su parte, la expansion del triple CAG conduce a
la sintesis de una versién andmala (mutada) de dicha proteina, que se traduce
en dafio, degeneracién y muerte de las neuronas del estriado y corteza
cerebral. La proteina huntingtina mutada se ha involucrado en procesos
neurotdxicos caracterizados por agregacion de proteinas, excitotoxicidad,
cambios en la expresién de los genes que codifican factores neurotroficos,
especialmente BDNF, y alteracién en el trafico vesicular intracelular (Johri y

Beal, 2012; Tasset et al., 2009; Weir et al., 2012).

Fig. 1.- Ciclo vicioso inducido por la proteina huntingtina mutada (mhtt)
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(Tomada de Johri y Beal, 2012)

Diferentes estudios muestran una estrecha relacién entre la proteina
mutada y las alteraciones mitocondriales apreciadas en este trastorno,
asociandose a incrementos en la expresion de proteinas involucradas en la

fisibn (Drpl u Fisl) y reduccién en la fusion (Mfnl, Mfn2, Opa 1 y Tomm40)
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mitocondrial asi como con el incremento de biomarcadores de estrés oxidativo

(Johri y Beal, 2012; Tasset et al., 2009; Weir et al., 2012) (Fig.1).

2.1. Marcadores en la severidad y pronostico de

la enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es una enfermedad que no tiene cura y para la
que existe muy pocos tratamientos sintomaticos. El diagnostico clinico se
realiza frecuentemente en base a los sintomas motores manifestados como
fenotipo de la enfermedad, cominmente en la cuarta década de la vida. Junto
al deterioro motor también aparece un déficit psiquiatrico y un declinar de la
capacidad cognitiva (Langbehn et al., 2004; Lee et al., 2012; Paulsen et al.,

2008; Scout et al., 2011; Trabizi et al., 2009; Weir et al., 2011).

La identificacién del gen responsable de la enfermedad de Huntington
ha permitido la identificacibn de pacientes que aun no exhiben sintomas
propios de la enfermedad pero que estan en riesgo de sufrir la enfermedad.
Todo ello ha hecho que el énfasis de las investigaciones cambie o potencie el
conocimiento de marcadores que bien permitan evaluar aplicacion de
tratamientos o estrategias terapéuticas que retrasen 0 enlentezcan la
aparicién de los sintomas en pacientes prodrémicos, bien sirvan para dar
seguimiento a la evolucién de la enfermedad. Asi, las investigaciones con
pacientes prodrémicos permiten a los cientificos obtener una informacion

valiosa sobre la patogénesis por medio del estudio de la fenotipo-conversion,
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permitiendo una mejor compresién de la enfermedad y el desarrollo de
medidas de intervencién que prevengan sus manifestaciones (Long et al.,

2012; Ross and Tabrizi, 2011).

A pesar de los amplios conocimientos y avances conseguidos sobre
los cambios clinicos en pacientes con enfermedad de Huntington, son muy
pocos los estudios desarrollados y dirigidos a la consecucion de
biomarcadores Utiles que permitan un seguimiento y monitorizacion tanto de la

enfermedad como de la eficacia terapéutica.

El estudio PREDICT-HD (Neurobiological Predictors of Huntington’s
Disease), estudio observacional longitudinal, tiene como objetivo principal la
identificacién de biomarcadores biol6gicos y/o clinicos en pacientes con o sin
sintomatologia clinica a los que se les ha realizado pruebas genéticas para
detectar posibles mutaciones en el gen responsable de la enfermedad de

Huntington (Langbehn et al., 2010; Weir et al., 2011).

La complejidad del fenotipo clinico de estos pacientes, asi como su
relativa lenta evolucion, ha llevado al uso de escalas clinicas subjetivas como
la unified Huntington’s disease rating scale (UHDRS). Estas con frecuencia
son insensibles para la deteccion de cambios sutiles en periodos cortos de
tiempo (Henley et al.,, 2005). Por ello, la identificacion de marcadores
cuantificables para el diagnéstico y evolucion de la enfermedad,

especialmente en estadios tempranos de la misma, es un objetivo relevante e
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importante para este area del conocimiento, asi como una herramienta util en
el andlisis de la eficacia de los tratamientos e instauracion de los mas

efectivos, para el enlentecimiento del curso de la enfermedad.

Los biomarcadores pueden aportar informacion sobre el inicio y
severidad del proceso. A diferencia de otras enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, etc., la enfermedad de
Huntington presenta un excelente marcador, la expansion de repeticiones del
triple CAG para el diagnéstico de la enfermedad. Sin embargo, éste no puede
dar informacion sobre la evolucién y pronéstico del proceso, ni sobre la
eficacia de los diferentes medicamentos y procedimientos terapéuticos
aplicados y/o en estudio. Como recoge Weir et al., en su articulo de revision
sobre el desarrollo de biomarcadores para la enfermedad de Huntington, el
marcador ideal seria aquél que fuera facilmente cuantificable y reproducible,
permitiendo un seguimiento global del estado de la enfermedad (Weir et al.,

2011) (Fig. 2).

Adicionalmente, éste debe tener poca variabilidad en la poblacion
control y no verse afectado por factores de comorbilidad no relacionados
(Henley et al.,, 2005). A este respecto, son muchas las investigaciones

desarrolladas para encontrar el/los mas idéneo/s marcador/es.
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Fig. 2.- Caracteristicas ideales del marcador para la evaluacién de la progresion de la

enfermedad de Huntington.

(Tomada de Weir et al., Lancet Neurol 10:573-90; 2011)

En esta linea, han sido estudiados:

Marcadores clinicos: Se trata de mediciones y escalas
clinicamente estandarizadas con las que evaluamos la evolucién de
la enfermedad de Huntington en base a diferentes aspectos de su
fenotipo, como deterioro cognitivo, neuropsiquiatrico y motor (Weir et
al., 2011). Generalmente, son baratas y facil de realizar, sin requerir
complejos y sofisticados equipos. Ademas, ellos pueden
proporcionar informacién y datos sobre la neurobiologia del proceso
y mejorar el conocimiento sobre la variabilidad fenotipica presentada
por estos pacientes. El estudio y andlisis de estos marcadores es
foco de discusibn y andlisis en estudios longitudinales,
multinacionales y observacionales a gran escala. En esta linea son

diferentes los estudios que se estan desarrollando dirigidos a la
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identificacion de variables que puedan predecir el inicio y evoluciéon
de la enfermedad. Entre ellos se encuentran los siguientes estudios:
PREDICT-HD, TRACK-HD, COHORT y REGISTER, caracterizados
por el importante nimero de pacientes incluidos: mas de 1000, 366,
5000 y 7200 respectivamente (Trabrizi et al., 2011, 2012; Weir et al.,

2011).

Los datos derivados de estos estudios muestran como las
pruebas cognitivas pueden ser Utiles para establecer si el sujeto se
encuentra en la situacion de paciente presintomético o en los inicios
de la enfermedad, estableciendo una clara diferencia con el sujeto
control (sano) (Duff et al. 2007; Tabrizi et al.,, 2011; Weir et al.,
2011). Por otro lado, las pruebas motoras (control lingual y postural,
entre otras) presentan una buena sensibilidad clinica correlacionada
con el estadio de la enfermedad, segun avala el estudio TRACK-HD

(Bechtel et a., 2010; Henley et al., 2005; Weir et al., 2011).

Sin embargo, su uso queda limitado por la diferente
sintomatologia presentada por los pacientes y los cambios que ésta
puede presentar en la evolucion y progresion de la enfermead. Por
otro lado, este tipo de marcadores aportan poca luz sobre los
mecanismos  bioguimico-moleculares que subyacen en su
patogénesis y que explicarian la variedad de fenotipos manifestados

por los pacientes durante el inicio y evoluciéon de su enfermedad.
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Otros estudios muestran como estos biomarcadores de alteracion
motora 0 cognitiva no guardan correlacion con los cambios
estructurales apreciados, mediante el uso de técnicas de imagen, a
partir de los 12 meses de evolucidon. Ademas, los resultados pueden
verse afectados por el estado de animo del paciente, la fatiga y la
pericia del evaluador (Duff et al., 2007; Henley et al., 2005; Tabrizi et
al., 2011). Por to ello, los resultados que se obtendran a partir de los
estudios longitudinales a gran escala que se estan desarrollando
seran cruciales para establecer con claridad la relevancia y
correlacién de este tipo de parametros y con los diferentes estadios

de la enfermedad, asi como para reconocer el més sensible de ellos.

Marcadores de neuroimagen: Su uso deriva de su sensibilidad
para detectar alteraciones estructurales y/o fisioldgicas en personas
sin sintomatologia o en fase temprana de la enfermedad. A esto se
les une el no ser invasivos, la posibilidad de desarrollar controles de
calidad, la adquisicion de datos y su reproducibilidad. Entre ellas
podemos mencionar los estudios de estructura por imagen (imagen
por resonancia magnética, RMI), métodos de imagen funcional y
metabolica (MRI funcional, fMRI; tomografia por emisién de
positrones, PET; etc.) (Aylward et al., 2012; Bechtel et al., 2010;
Harris et al., 1992; Hobbs et al., 2009; Nopoulos et al., 2010, 2011;
Paulsen et al., 2010; Rosas et al., 2001, 2003; Soneson et al., 2010;

Sturrock et al., 2010; Trabizi et al., 2012).
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Los primeros estudios imagen realizados a pacientes con
enfermedad de Huntington evaluaban las estructuras anatémicas,
concretamente la atrofia del nicleo estriado y su correlacion con la
expansion del triple CAG la alteracion motora (Aylaward et al., 2004,
2011, 2012; Harris et al., 1992). Estos datos mostraron como la
atrofia del estriado se asociaba con el inicio de la enfermedad,
permitiendo indicar el momento de aparicion de los primeros

sintomas (Paulsen et al., 2010).

Otros datos revelan que la pérdida de volumen cortical
presenta una importante variabilidad individual, segun la region de la
corteza cerebral estudiada, pero puede explicar los diferentes

fenotipos encontrados (Rosas et al., 2008).

Si bien, los estudios transversales muestran cambios en las
estructuras entre sujetos presintomaticos y sintométicos sus
resultados no pueden ser utilizados para establecer los criterios de
los marcadores de imagen, siendo actualmente uno de los
principales escollos para su uso como medidas eficaces en los
ensayos clinicos la falta de estudios longitudinales (Tabrizi et al.,
2011). Aunque, se indican en los estudios existentes como
potenciales biomarcadores los cambios en: el volumen total del

cerebro, nldcleo estriado, ndcleo caudado, ndcleo putamen,
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ii)

sustancia blanca cerebral y volumen de los ventriculos (Aylward et

al., 2011; Tabrizi et al., 2011).

Asi, los cambios estructurales observados mediante técnicas
de neuroimagen en los primeros momentos de la enfermedad
correlacionarian con el fenotipo manifestado por el paciente. Ello
lleva a que la validacion de estos procedimientos sea un objetivo

importante en los actuales estudios clinicos.

Neurofisiologia: El electroencefalograma y los cambios asociados a
potenciales evocados son utilizados para el hallazgo de nuevos
marcadores en la enfermedad de Huntington en diferentes estudios
(Beniczky et al.,, 2002; de Tommaso et al., 2003; Nguyen et al.,
2010; van der Hile et al., 2007). Datos recientes muestran como la
deteccion de cambios de voltaje son asociados con diferentes y
especificos procesos neuronales como reduccién en la amplitud en
el potencial evocado visual, motor y somatosensorial,
transforméandose en posibles y prometedores biomarcadores en el
diagnéstico de pacients sintomaticos y asintoméaticos (Beste et al.,
2008). Ademas, los potenciales evocados somatosensoriales fueron
correlacionados con la longitud de la repaticion del triple CAG vy las
alteraciones cognitivas (Beniczmy et al., 2002; Lefaucheur et al.,

20086).
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Marcadores bioquimicos: Otra area de gran interés es la
valoracién bioquimica, principalmente, en liquido cefalorraquideo
(LCR) y muestras sanguineas. En ellas han sido evaluados cambios

en parametros bioquimicos relacionados con:

a. Funcién endocrina y metabolismo: La presencia en estos

pacientes de cuadros de ansiedad, estrés y depresion llevaron a
estudiar el papel jugado por el eje hipotalamo-hipofiso-adrenal en
la patogénesis de la enfermedad y su posible uso como marcador
en el seguimiento y evolucion de esta enfermedad, asi como en la
evaluacion del efecto de los agentes terapéuticos utilizados. Los
estudios guiados por esta linea han encontrado aumentos en los
niveles plasmaticos de cortisol y ACTH en sangre y orina (Aziz et
al., 2011; Bjorkqvist et al., 2006; Saleh et al., 2009). Un reciente
estudio desarrollado por Shirbin et al (2012) pone remanifiesto
que éste eje, asociado a trastornos del aprendizaje y la memeoria,
se encuentra alterado en los pacientes con enfermedad de
Huntington, tal que los hallazgos sugieren que un
hipercorticalismo subyace en los cambios patologicos presentes
en este trastorno y que pueden preceder al diagndstico clinico,

asocaciandose a un deterioro y declive de la memoria.

Por otro lado, investigaciones realizadas sobre el eje

hipotalamo-hipofiso-gonadal encuentran resultados contradictorios
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en los niveles plasmaticos de testosterona, asi unos apreciaron
reducciones en este esteroide correlacionados inversamente con
el estadio de la enfermedad y el grado de demencia de pacientes
varones, mientras otros no encontraron cambios significativos en
la concentracién de testosterona, LH, FSH y androgenos en
mujeres (Markinos et al. 2005, 2007). Por todo ello, la posibilidad
de uso de muchas de estas hormonas como biomarcador en la
enfermedad de Huntington se ha visto reducida, cuando no

bloqueada.

La pérdida de peso observada en pacientes con enfermedad
de Huntington y los estudios desarrollados sobre nutricién en
éstos han llevado al planteamiento de que algunas de las
moléculas involucradas en el control y regulacion de la
alimentacion (como leptina, grelina; vasopresina; orexina; factor
de crecimiento similar a insulina, IGF-1; y aminoacidos de cadena
ramificada, entre otras) podrian ser potenciales biomarcadores
para el estudio de la evolucién de esta enfermedad. (Markianos
et al, 2007). Si bien, como acontece con otros posibles

marcadores existen discrepancias en los resultados obtenidos.

Asi, encontramos en la literatura cientifica estudios que
muestran descensos en los niveles circulantes de leptina

plasmatica, sin cambios en LCR. Mientras que otros grupos no
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detectaron cambios en esta molécula entre sujetos control y
pacientes (Mochel et al., 2007; Popovic et al, 2004). Hallazgos
similares fueron demostrados para grelina (Aziz et al., 2010;
Popovic et al., 2004). Un reciente trabajo publicado por el grupo
de Cong revela en el modelo de ratdon transgénico para la
enfermedad de Huntington la existencia de alteraciones en los
niveles circulantes de hormonas metabdlicas y lipidos como
insulina, leptina, triglicéridos y HDL-colesterol en la etapa
presintomatica del animal previa a la apricion de alteraciones
motoras y/o cognitivas (Cong et al., 2012). Este hecho vuelve a
poner en el punto de mira el uso de estas variables como posibles
marcadores de la evolucién de la enfermedad, asi como ayudan

mejorar el conocimiento de su patogénesis.

Diferencias en las concentraciones plasmaticas y séricas de
aminoacidos ramificados fueron apreciadas entre sujetos sanos
(controles) y pacientes con enfermedad de Huntington. Estos
estudios mostraron como valina, leucina e isoleucina presentaban
cambios significativos entre los sujetos controles, pacientes
presintomaticos y pacientes diagnosticas con este proceso
(Mochel et al., 2007; 2011; Underwood et al., 2006). Ademas,
estos cambios fueron correlacionados con la pérdida de peso y la

longitud en la expansion de triplete CAG, si bien como muestran
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los propios estudios los datos no llegan a ser completamente

concluyentes en su totalidad.

b. Respuesta inmune: Los datos derivados de los trabajos enfocados

al analisis de cambios en marcadores del sistema inmune como
interleucina 4 (IL-4), 6 (IL-6), 7 (IL-7), 8 (IL-8), 10 (IL-10) y 23 (IL-
23), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, cluterina, y proteina C
reactiva (PCR) y su papael en la enfermedad de Huntington,
encontraron cambios estadisticamente significativos
caracterizados por incrementos de éstos en el plasma y tejido
cerebral de los pacientes respecto de los sujetos sanos(Forrest et
al., 2010; Wwild et al.,, 2008). También, IL-6 e IL-8 mostraron
aumentos en LCR asociados a la severidad de la enfermedad
(Bjorkgvist et al., 2008; Dalrymple et al., 2007; Forrest et al., 2010;
Wild et al., 2008). Asimismo, se ha observado un aincremento en
los niveles séricos de PCR y neopterina, que adicionalmente
ofrecen un apoyo a la hipétesis de la presencia de un componente
inflamatorio en la patogénesis de esta enfermedad. Aunque todo
esto parace avalar el uso de estas moléculas como
biomarcadores, no debe olvidarse que la presencia de un
incrmento en el componente inflamatorio puede ser resultado de
situaciones de comorbilidad como infecciones gastrointestinales,
urinarias,..., comunmente presentes en este tipo de pacientes

(Dubinsky, 2005; Katsuno et al., 2009).
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Neuroquimica: Desde esta perspectiva son diferentes las
moléculas estudiadas para analizar su papel en la patogénesis de
la enfermedad de Huntington y su potencial como bimarcadores
en la progresion de la misma. Entre ellas se encuentran los
niveles de BDNF, factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), 24S-hidroxicolesterol (240HC), N-araquidonolietanolamina,
GABA, acetilcolina, etc. (Battaglia et al., 2011; Leoni et al., 2008;

Zuccato et al., 2007).

Los niveles de BDNF y TGF-B son determinantes para la
supervivencia neuronal (Battaglia et al., 2011; Ciammola et al.,
2007; Potenza et al., 2003; Squiteri et al., 2009; Zuccato et al.,
2007). Ambos factores presentan una importante deplecion en el
cerebro de pacientes con enfermedad de Huntington que fue
correlacionada con el grado de atrofia del nucleo estriado. Asi,
descensos en la concentracion de TGF-B fue encontrada en
pacientes presintomaticos (Battaglia et al., 2011). Sin embargo, no
pudieron verificarse estos descensos en los pacientes con
sintomas, este suceso limita la posibilidad de uso de esta citosina
como biomarcador de la progresién de la enfermedad. Por su
parte, diferentes investigaciones pusieron de manifiesto la
presencia de niveles plasmaticos reducidos de BDNF asociados

con el nudmero de repeticiones CAG, deterioro cognitivo y
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alteraciones motoras (Ciammola et al., 2007; Potenza et al., 2003;
Ruiz et al., 2012; Zuccato et al., 2007), aunque no se consiguio

establecer correlacion.

La oxidacion del colesterol y la consiguiente produccion de
240HC son esenciales para el correcto desarrollo vy
funcionamiento del SNC. Los datos vertidos por los estudios
realizados han encontrado descensos significativos en los niveles
plasmaticos de esta molécula incluso en pacientes
presintométicos. Estas reducciones han sido correlacionadas con
el grado de atrofia del nacleo caudado y la aparicion de sintomas
motores, hecho que lo ha convertido en un interesante posible
marcador (Katsuno et al., 2009; Markinos et al., 2008). Asimismo,
los niveles de colesterol total fueron menores el los pacientes que

en los controles (Katsuno et al., 2009; Markinos et al., 2008).

Un aumento significativo en los niveles del ligando para
receptores cannabionoides tipo 1, N-araquidoniletanolamina, fue
detectado en pacients con enfermedad de Huntington. Aunque
sus cambios no mostraron diferencias entre pacientes
presintomaticos y sintomaticos, fenébmeno que impede su uso
como biomarcador en la evolucién de la enfermedad y en la
valoracion de la eficacia terapéutica de los tratamientos aplicados

(Battista et al., 2007).
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Otros estudios se centraron en el andlisis de
neurotransmisores y sus metabolitos tanto en LCR como en
sangre periférica. Todo con el objetivo de encontrar variaciones
gue ayudaran a un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la
enfermedad y pudieran ser Utiles como biomarcadores para el
seguimiento de la progresion de la enfermedad. En esta linea,
descensos en los niveles de glutamato fueron encontrados en
LCR de pacientes (Kim et al., 1980). Si bien, al igual que con
otros posibles biomarcadores los datos finalmente no son
concluyentes, existiendo estudios que no muestran cambios de
éste respecto de los sujetos sanos (Reliman et al.,, 1994). La
misma situacion es hallada para otras moléculas como aspartato,
acido homovalinico, prolactina y GABA (Bedard et al.,, 2011;
Cunha et al., 1981; Garcia-Ruiz et al., 1995; Kurlan et al., 1988;

Markianos et al., 2009, 2010; Stahl et al., 1986).

Dafio oxidativo: El estrés oxidativo ha sido ampliamente asociado
a la patogénesis de la enfermedad de Huntington, postulandose
como piedra de relevancia en la evolucidon del proceso y
convirtiéndose en objetivo de los estudios que buscan encontrar
posibles biomarcadores diagnésticos y evolutivos de la

enfermedad, asi como diana para estrategias terapéuticas que
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traten de enlentecer y mitigar la sintomatologia presentada por

ésta.

2.2. Estrés oxidativo como marcador de

severidad y prondstico

Como ya hemos indicado, un punto de interés en el estudio de esta
enfermedad es el hallazgo o tipificacién de uno o varios biomarcadores que
ayudasen tanto al diagnéstico de la enfermedad como, de manera especial, a
su pronéstico. Esto ayudaria a evaluar de manera objetiva la severidad de la
enfermedad, asi como inferir su evoluciébn y analizar la respuesta a las

terapias aplicadas.

El desequilibrio entre la produccion de ERO vy los sistemas
antioxidantes de proteccién, traducido en dafio celular, y conocido como
estrés oxidativo se ha transformado en un foco diana tanto para el disefio de
nuevas estrategias terapéuticas como para la identificacion de posibles

marcadores (Johri y Beal, 2012; Kumar et al., 2010).

La disfuncidon mitocondrial, la alteracién del metabolismo y el estrés
oxidativo estan intimamente relacionados e implicados en la patogénesis de la
enfermedad de Huntington. Los estudios a la fecha, muestran un intenso dafio
oxidativo a macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos en el

tejido cerebral de pacientes postmortem, siendo el dafio mas intenso en el
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nacleo estriado. Junto a ellos, aunque de forma mas controvertida, algunos
datos encuentran cambios de estos marcadores en LCR. Estos datos son
avalados por los resultados derivados de los estudios en modelos animales
tanto en los inducidos quimicamente como los obtenidos de animales
transgénicos para esta enfermedad. Si bien, los resultados finales pueden ser
para algunas de las variables estudiadas diferentes, probablemente debido a

las diferencias en los modelos utilizados (Chen, 2011; Johri y Beal, 2012).

El incremento de los marcadores de dafio oxidativo, suele ir
acompafiado por cambios en la actividad y expresion de los sistemas
antioxidantes de defensa que habitualmente sufren una caida significativa
relacionada con la intensidad y severidad del proceso. Asimismo, el dafio
oxidativo promueve una mayor agregacion de la proteina huntingtina mutada.
Fendmeno que a su vez se traduce en un mayor dafio oxidativo, alteracién de
proteasoma y reducciéon de la viabilidad celular que conduce a la muerte
neuronal. Ademas, ocurre una alteracibn mitocondrial (principal fuente
enddégena de ERO) que potencia el dafio oxidativo, intensifica la reduccion de
la viabilidad celular y provoca un decremento drastico y dramatico de la
energia (ATP), especialmente relevante en el estriado (Chen, 2011; Hersch et

al., 2006).

En el caudado de pacientes con enfermedad de Huntington se han
encontrado incrementos en los niveles de 80OHdG, marcador de dafio

oxidativo al ADN, asi como en el ADN mitocondrial de la corteza parietal
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(Browne et al., 1997; Polidori et al., 1999; Tabrizi et al., 2000). Estos datos han
sido corroborados en el tejido cerebral tanto en el modelos de raton
transgénico R6/2 como en otros quimicamente inducidos (Bogdanov et al.,
2001; Chen et al., 2007; Sorolla et al., 2012; Tasset et a., 2012; Tanez et al.,

2004).

Los estudios desarrollados y realizados en pacientes con esta
enfermedad revelan claramente la existencia de una alteraciéon en la cadena
de transporte electrénico mitocondrial (CTE) y en las enzimas del ciclo del
acido tricarboxilico (ciclo de Krebs, TCA) (Costa y Scorrano, 2012). Los datos
han puesto de manifiesto descensos significativos en la actividad de los
complejos I, 1l y IV en el nucleo caudado y putamen (Browne et al., 1997),
mientras que en el musculo de pacientes que no presentan alteraciones
cerebrales se afecta, particularmente, el complejo | (Arenas et al., 1998). Asi,
siendo la mitocondria la principal fuente endégena de ERO, su alteracién
implicaria un incremento de éstas que a su vez afectaria a las propias
proteinas presentes en la mitocondria, alterando ain mas su viabilidad y
funcién, cerrando con ello un circulo vicioso que conducira a su inviabilidad,
un trastorno energético y finalmente la muerte celular (Costa and Scorrano,

2012).

Adicionalmente, fueron observados descensos en la concentracion de
glutatién peroxidasa y superéxido dismutasa en pacientes con enfermedad de

Huntington comparados con sujetos sanos. Por otro lado, se encontraron
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niveles altos de acido Urico en suero asociados a una progresion mas lenta de
la enfermedad. Todo ello ha llevado a pensar en la posibilidad de utilizar los
sistemas antioxidantes como candidatos para ser biomarcadores (Weir et al.,

2012).

En esta linea, el uso de agentes antioxidantes como posibles
farmacos terapéuticos, tanto en modelos experimentales como clinicos,
avalan el importante papel de las ERO como pieza clave en la patogénesis y
evolucién de este proceso, y su potencial interés para ser utilizados como
biomarcadores. Los datos presentes en la literatura muestran que los
antioxidantes tienen un efecto beneficioso y protector frente al dafio oxidativo
presente en este proceso (Johri y Beal, 2012) tanto en estudios in vitro
(metaloporfirinas, vitamina C, vitamina E y extracto fendlico de la uva) como
en modelos animales (melatonina, selenio, piruvato, N-acetilcisteina, creatina,
coenzima Q10, L-carnitina, etc.) y ensayos clinicos (creatina, coenzima Q10,

alfa-tocoferol).

Diferentes estudios han mostrado el incremento de marcadores de
dafio oxidativo fuera del tejido cerebral, concretamente en sangre periférica.
Chen et al. (2007) observaron un aumento en los productos de
lipoperoxidacién en sangre de pacientes con enfermedad de Huntington y una
correlacién con la severidad de la enfermedad. En este mismo estudio se
aprecié una reduccion en la actividad Cu/Zn-SOD en los hematies de los

pacientes estudiados. Por otro lado, los pacientes presentan incrementos
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séricos y leucocitarios de 80HdG. Asimismo, los niveles de productos de
lipoperoxidacion (LPO) como malondialdehido (MDA) y/o 4-hidroxinonenales
(4-HDA) en plasma se han visto incrementados en correlacion con la
severidad de la enfermedad segun la escala UHDRS. Esto avala el importante
papel desempefiado por el dafio oxidativo en la patogénesis de este proceso.
Un reciente estudio elaborado por el grupo de Long (2012) muestra que los
niveles de 80HdG en plasma, la alteracion metabdlica y la disfuncion
mitocondrial pueden ser utilizadas en la clinica como marcadores de la
progresion de la enfermedad.

Con todos estos antecedentes nos proponemos la realizacién de un
estudio que evalle como hipétesis que, los cambios en los niveles de glutation
reducido en sangre periférica se correlacionan con la severidad de la

enfermedad de Huntington.
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3. Objetivos

El presente estudio propone como objetivo principal:

Evaluar la existencia de cambios en los niveles periféricos de glutation
reducido de pacientes con enfermedad de Huntington y su relacién

con el grado de severidad de la enfermedad.

Mientras que son sus objetivos secundarios:

1. Determinar los niveles en marcadores de estrés oxidativo
como: productos de lipoperoxidacién, proteinas
carbonizadas, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, tiorredoxina-1,
superdxidao dismutasa, glutation peroxidasa y capacidad
pacidad antioxidante total del plasma.

2. Cuantificar los niveles de biomarcadores de estrés
nitrosativo o nitrativo como: nitritos totales (como indicador
de los niveles de 6xido nitrico), 6xido nitrico sintasa y
nitritirosina,

3. Analizar cambios en biomarcadores de inflamacion como

proteina C reactiva, interleucina 6 y mieloperoxidasa.
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Poblacion y Métodos

4. Poblacion y Métodos

4.1. Poblacion del estudio

Se incluyeron en el estudio diecinueve pacientes diagnosticados de
enfermedad de Huntington fueron incluidos en el estudio, remitidos desde las
consultas del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cérdoba y del Hospital de Ntra. Sra. de Valme de Sevilla entre los meses
Octubre de 2009 y Septiembre 2010. La edad de los mismos estuvo
comprendida entre 26-58 afios y su diagnéstico fue confirmado mediante
estudio genético (diagnostico molecular). El trabajo de campo fue realizado
durante los meses de Septiembre de 2010 y Enero de 2011 en el laboratorio
del grupo BO5 del Instituto Maiménides de Investigacién Biomédica de

Cérdoba (IMIBIC)/Universidad de Cérdoba.

4.1.1. Diagnéstico molecular de los pacientes con enfermedad de
Huntington

El diagnéstico genético de estos enfermos se realiz6 mediante amplificacion
de la region de repeticion del triplete CAG en el gen codificador de la proteina
huntingtina, usando el sistema Expand Long PCR (Roche Diagnostics,
Mennheim, Alemania) segun protocolo descrito por Hecimovic et al., (2002).
Para determinar el nidmero de repeticiones del triplete CAG se utilizaron

primers HD1 y HD3, excluyendo la region adyacente CCG en el gen para la
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huntingtina (Warner et al., 1993). Finalmente, los productos resultantes de
PCR y que contiene las repeticiones CAG fueron corridos en gel de
poliacrilamida al 10%, cuantificAndose el nimero de tripletes por comparacion

con estandar con numero de tripletes CAG conocido.

4.1.2. Célculo del tamafio muestral:
El nimero requerido de sujetos para el estudio se calculé con ayuda del
programa para Andlisis Epidemioldgico de Datos Tabulados, Granmo 5.0, en

base a las siguientes asunciones:

Variable principal del estudio: Niveles de GSH en pacientes con
enfermedad de Huntington.

e Diferencia minima esperada: 10%.

¢ Riesgo alfa: 0,05.

e Potencia (1-p): 0,80.

e Contraste bilateral

En base a estas premisas el nUmero de pacientes a enrolar en el presente
trabajo deberia ser, al menos, de 17 segun el calculo estimativo. Asumiendo,
un porcentaje de pérdidas de un 10%, se estimo un numero total de 19

pacientes.

4.1.3. Criterios de inclusién

1. Consentimiento informado.
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2. Mayoria de edad.

3. Diagndstico molecular de la enfermedad de Huntington con expansién
del trinucleético CAG superior a 35.

4. Edad comprendida entre 18 y 70 afios.

5. Puntuacién igual o superior a 25 en el el examen del estado mental

(mini mental state examination, MMSE) (Folstein et al., 1975).

4.1.4. Criterios de exclusion

1. Enfermedad endocrina como diabetes, hiper o hipotiroidismo o
inflamatoria crénica.

2. Enfermedades psiquiatricas severas.

3. Disfuncion hepética y/o renal.

4. Toma de hipolipemiantes, suplementos vitaminicos y antiinflamatorios
esteroideos.

5. Abuso de alcohol y drogas.

6. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

7. Consumo de suplementos de antioxidantes.

4.1.5. Aspectos éticos

El proyecto fue desarrollado respetando los principios fundamentales y
normativas vigentes para los estudios clinicos (declaracion de Helsinki, 1967;
el Convenido del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la
biomedicina, 1997; UNESCO, 1997; y la legislacién vigente Espafiola). Todos

los participantes aceptaron su inclusion mediante la firma de su
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consentimiento informado tras ser informados detalladamente sobre los
objetivos, procedimientos experimentales y posibles riesgos del estudio. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion Clinica (CEIC)
del Hospital Universitario Reina Sofia de Cdrdoba de acuerdo a los criterios y

lineamientos de la Institucion y las Guias de Buenas Practicas Clinicas.

4.2. Disefno del estudio

Estudio transversal descriptivo donde los pacientes fueron clasificados segun
la severidad de su proceso en dos grupos, siguiendo la The Unified
Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS) (Huntington Study Group, 1996):
grupo EH1: con una puntuacién superior a 70 puntos; y grupo EH2: pacientes
con una puntuacién UHDRS menor o igual a 70 puntos. Asimismo, fueron
incorporados al estudio 19 sujetos control (sanos y sin ninguna enfermedad
neurolégica) con edad y frecuencia de sexo simalar al grupo de enfermos de

Huntington.

Todos los participantes fueron sometidos a un exhaustivo historial médico,
examen fisico y andlisis sanguineo, constituido por una bioquimica de rutina y

hematimetria.

4.1.4. Extracciones sanguineas
A todos los sujetos del estudio, en un plazo nunca superior a las 72 horas tras
su inclusioén al mismo y después de 12 horas de ayuno, se les extrajo 40 ml de

sangre venosa en tubos que contenian 1g/l-' de EDTA como anticoagulante y
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10 ml en tubos para suero (sin anticoagulante). Las muestras sanguineas
recogidas para la obetencion de plasma fueron centrifugadas a 2500 rpm, 4°C,
15 min., mientras que las de suero lo fueron a 2500 rpm, 20°C, 20 min. Las
distintas muestras (plasma y suero) se alicuotaron y guardaron a -80°C hasta

la realizacion de las determinaciones, para evitar variaciones interensayo.

4.3. Metodologia especifica requerida para la

cuantificacion de las variables del estudio

4.3.1. Dafio oxidativo y sistemas antioxidantes

4.3.1.1. Biomarcadores de estrés oxdiativo/nitrativo

Proteinas carboniladas

La cuantificacion del contenido en proteinas carboniladas fue realizado
mediante la técnica descrita por Levine et al. (1990). El dafio causado a las
proteinas es un proceso irreversible, el cual puede incrementar el
enrollamiento erréneo de las estructuras secundarias o la périda de la
formacién de las estructuras terciaria y cuaternaria. Esto es debido a que
todos los resudios de aminoacido estan sujetos a la agresion, oxidacion, por
OHe-. La cuantificacion de los niveles de estas proteinas oxidadas se realiza
mediante lectura de la absorbancia a una longitud de onda 360 nm en un

espectrofotbmetro (UV-163 Shimadzu, Lyoto, Japdn).
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Productos de lipoperoxidacion

Las concentraciones plasmaticas de lipoperoxidos valoradas como los niveles
de malonaldehido y 4-hidroxialquenales (MDA+4-HDA) fueron determinados
usando reactivos de la casa comercial Oxis internacional ® (LPO-586 kit; Oxis
International; Portland, OR, USA). Dicho kit incluyé un reactivo cromogeno
gue reacciona con los productos de peroxidacién, permitiendo su
cuantificacion por lectuara de la absorbancia de la muestra a una longitud de

onda 586 nm en un espectrofotémetro (UV-163 Shimadzu, Lyoto, Japén).

Dafio oxidativo al DNA

El dafio oxidativo al DNA fue evaluado como 8-hidroxi-2-desoxiguanosina
(80OHAG) mediante procedimiento ELISA, con el kit comercial 8-OHdG Checj
ELISA Check-437-01222 comprado a JalCA (Japasese Institute for the Control
Aging, Fukuroi, Shizuoka, Jap6n). El producto orignado de la reaccién se
cuantificé a través de los niveles de su absorbancia a 490 nm de longitud de
onda en un multilector de placas T-CAM DTX 880 Multimode Dectector
Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona,

Espafia).

Nitrotirosina

Los niveles de nitrotirosina como indicador de estrés nitrosativo fueron
evaluados a través del grado de nitracion de tirosina mediante equipo kit
ELISA (Nitrotyrosine-ELISA) comprado a Bioxytech S.A. (Oxis International,

Portland, OR, USA), siendo su abarbancia cuantificada a 450 nm de longitud
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de onda en un multilector de placas T-CAM DTX 880 Multimode Dectector
Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona,

Espafia).

Nitritos totales

Los nitritos totales (NOX, nitritos+nitratos) fueron utilizados como marcador de
los niveles de produccion de 6xido nitrico (NO) mediante el método de Griess
(Ricart-Jané et al., 2002). En soluciones acusoas el 6xido nitrico se degrada
rapidamente a nitrito y nitrato. Asi, en mediante reduccié todo nitrato es
transformado en nitrito, que en medio acido es convertido en acido nitroso.
Este Gltimo, reacciona con la sulfanilamida y seguidamente con el N-(1-naftil)-
etilenediamino produciendo un cromoéforo cuya absorbancia es medida a 540
nm de longitud de onda en un espectrofotémetro UV-1603 Shimadzu (Kyoto,

Japon).

Oxido nitrico sintasa

La actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) fue determinada mediante
método colorimétrico, kit Ultrasensitive Colorimetric NOS Assay (Oxford
Biomedical Research Inc, Oxford, Ml, USA). La eactividad de dicha enzima fue
valorada a través de su absorbancia a 540 nm de longitud de onda en un

espectrofotometro UV-1603 Shimadzu (Kyoto, Japon).
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4.3.1.2. Sistemas antioxidantes

Potencial antioxidante total plasmatico

El potencial antioxidante total plasmatico o Capacidad antioxidante total (PAO)
fue valorada mediante equipo KPA-050 adquirido de JalCA (Japanese
Institute for the Control of Aging, Fukuroi, Shizuoka, Japén). El procedimiento
se basa en la reaccién de reducciéon de Cu+2 a Cu+ en presencia de
antioxidantes. El producto cromatico fue valorado por sus niveles de
absorbacia a 490 nm de longitud de onda en un multilector de placas T-CAM
DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones

Técnicas S.A., Barcelona, Espafia).

Glutation reducido

El glutatién reducido (GSH), principal antioxidante intracelular ademas de ser
coenzima fundamental para diferentes enzimas antioxidantes, desemparia un
papel fundamental en el sistema de defensa antioxidante. Sus
concentraciones fueron determinadas mediante espectrofotometria usando
reactivos adquiridos de Oxis Internacional (kit GSH-400, Pértland, OR, USA).
La absorbancia fue evaluada mediante un espectrofotometro (UV-1603

Shimadzu, Kyoto, Japdn) a una longitud de onda de 400nm.

Glutation total
Los niveles de glutatién total (GT) abarca la suma de GSH vy glutatién oxidado

(GSSG). Este método esta fundamentado en la formaciéon de un cromégeno
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gue presenta su maxima absorbancia a una longitud de onda de 420 nm. Para
su cuantificacion se utilizé el kit comercial GSH-420 suminsitrado por la casa
Oxis Internatinal (Pértland, OR; USA) y un espectrofotometro UV-1603

Shimadzu (Kyoto, Japon).

Glutatién oxidado y cociente GSH/GSSG
Los niveles del GSSG fueron calculado la férmula GSSG = GT-GSH; y
sirvieron junto con los valores de GSH para el calculo del cocientes

establecido entre las formas reducida y oxidada del tripéptido.

Tiorredoxina-1

Los niveles de tiorredoxina 1 (Trx-1) fueron cuantificados mediante
procedimiento ELISA con el kit RLF-EKO0122R adquirido de BioVendor
Laboratorni Medicina, Republica Checa. La lectura final a se realiz6 una
longitud de onda 450 nm en un multilector de placas T-CAM DTX 880
Multimode Dectector Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones Técnicas

S.A., Barcelona, Espafa).

Glutatién peroxidasa

La activdad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) fue realizada siguiendo el
procedimiento descrito por Flohé y Gunzler en 1984. Enzima perteneciente al
grupo de la peroxidasas. Su cuantificacién se basa en la oxidacién de NADPH

a NAD", catalizada por una concentracion limitante de glutation reductasa y
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con una absorbancia méaxima a 340 nm, leida en un espectrofotometro UV-

1603 Shimadzu (Kyoto, Japén).

Superéxido dismutasa

La actividad de superédxido dismutasa (SOD), una de las mas importantes
enzimas antioxidantes se realiz6 por método adquirido de BiVision (Mountain
View, CA, USA). Para la lectura de su absorbancia se utilizé6 un multilector de
placas T-CAM DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter Inc (IZASA
Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia) a una longitud de onda de

450 nm.

Cociente SOD/GPx

Para evaluar de forma dinamica el correcto funcionamiento del principal eje de
los sistemas antioxidantes enzimaticos se calcuro el cociente (ratio)
SOD/GPx. Este cociente informa sobre la eficiencia del sistema antioxidante
enzimético y, su valoracion, tiene una relevancia superior a la de las

actividades enzimaticas individuales.

Tiorredoxina reductasa-1

La cantidad de tiorredoxina reductasa 1 (TrRd-1) fue cuantificada por
enzimoinmunoanalisis RLF-EK0125R suministrado por BioVendor Laboratorni
Medicina, Republica Checa. Procediéndose a la lectura de la reaccién final a

una longitud de onda 450 nm en un multilector de placas T-CAM DTX 880
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Multimode Dectector Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones Técnicas

S.A., Barcelona, Espafia).

4.3.2. Algoritmos para evaluar de forma dinamica el estrés oxidativo
Brecha antioxidante

La brecha antioxidante (GAP) fue calculada como se indica a continuacion;

GAP = PAO - ([albimina x TEAC]+[acido Urico x TEAC])

donde TEAC son los equivalene trolox. Este indicador evalia la capacidad
antioxidante plasmatica de los antioxidantes minoritarios como alfa tocoferol,
bilirrubina, transferrina, acido ascérbico, y otros, excluyendo albumina, acido

Urico y equivalentes trolox (Sanchez-Rodriguez et al., 2004).

Estrés oxidativo global

El estrés oxidativo global (GOS) es un método integral desarrollado por
Berinstain-Pérez et al. (2006) para evaluar de forma conjunta el dafio
oxidativo. Este algoritmo (constructo) incluye tres marcadores del sistema
antioxidante: GAP, PAO y cociente SOD/GPx; asi como dos biomarcadores

de estrés oxidativo: 8BOHdG y proteinas carboniladas.

La combinacion de estos datos origina cuatro situaciones posibles: i)
normalidad: no existencia de incremento de estrés oxidativo, sistema

antioxidante eficiente (EAS); ii) dafio oxidativo elevado, caracterizado por
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deficiencia de las enzimas antioxidantes (AEDN: = SOD/GPx; = GAP; =
PAOQ; = poteinas carboniladas; = 80HdG); iii) estrés oxidativo por deficiencia
antioxidante extracelular (AEXD: < SOD/GPx; < GAP; < PAO; =proteinas
carboniladas; = 80HdG); y iv) dafio oxidativo por deficiencia
global/generalizada de los sistemas antioxidantes (ASGD: =SOD/GPx;

<GAP; <PAOQ; = proteinas carboniladas; = 8OHdG).

Para ello y de acuerdo a la teoria de los criterios de normalidad, se
establecieron como valores de referencia normales aquellos que para cada
variable englobara al 90 % (percentil 90) de los sujetos estudiados como

poblacion control (sana).

Adicionalmente, siguiendo los las indicaciones desarrolladas por el
grupo de Berinstain-Pérez, fue desarrollado algoritmo para estudiar de forma
dinamica el dafio oxidativo y que engloba el manejo 7 biomarcadodres a los
gue de forma binaria y en base a la normalidad establedia se le da el valor 0
(normal) o 1 (alterado). Estas variables son: i) dos de dafio oxidativo: 80OHdG
y proteinas carboniladas en plasma; ii) tres biomarcadores de sistemas
antioxidantes enzimaticos en eritrocitos: SOD, GPX y cociente SOD/GPx; y
dos marcadores de sistemas antioxidantes no enzimaticos en plasma: PAO y
GAP. Asi, la suma de de los mismo osciala entre un minimo de 0 puntos y un
méximo de 7 puntos. En funcion del valor obtenido se establecieron las

siguientes categorias de GOS: i) normal (sin estrés oxidativo): < 1 punto; ii)
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GOS leve: < 3 puntos; iii) GOS moderado: < 5 puntos; y iv) GOS severo: < 7

puntos.

4.3.3. Inflamacion

Proteina C reactiva

Los niveles ce proteina C reactiva (PCR) fueron obtenidos mediante equipo
OSR6147 de la casa comercial Beckman Coulter Inc y evaluado en un

analizador AU™ (IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia).

Interleucina 6

Interleucina-6 (IL-6), una de las principales moléculas proinflamatorias fue
evaluada con ayuda del kit BioSource IL-6 ELISA Kit comercial comprado a
Europe SA (Nevilles, Bélgica). La lectura de la placa se realiz6 a 450 nm un
multilector de placas T-CAM DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter

Inc (IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia).

Mieloperoxidasa

La enzima mieloperoxidasa (MPO) tiene una importante funcion en el sistema
de defensa y es generadora de especies reactivas. Ella es liberada por
neutréfilos y monocitos como respuesta a su activacion. Sus niveles
plasmaticos fueron cuantificados mediante procedimiento  ELISA
(myeloperoxidase(MPO) ELISA) comprado a Bioxytech S.A. (Oxis
International; Portland, OR, USA), y evaluados a la longitud de onda de 450

nm en un lector para microplaca T-CAM DTX 880 Multimode Dectector
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Beckman Coulter Inc (IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona,

Espafia), a una longitud de onda de 450 nm.

4.3.4. Factores Neurotroficos

Factor neurotrofico derivado del cerebro

Los niveles periféricos de factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)
fueron cuantificados mediante procedimiento elisa con kit comercial
suministrado pro la casa Pormega (Madison, WI, USA (BDNF Emax
Immunoassay System). El resultado final fue leido en un lector para
microplaca T-CAM DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter Inc
(IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia), a una longitud de

onda de 450 nm.

Factor neurotrofico derivado de células gliales

La concentracion cirulante plasmatica de factor neurotréfico derivado de
células gliales (GDNF) fue determinada con el kit GDNF Emax Immunoassay
System adquirido a Promega (Madison, WI, USA). La lectura de la placa fue
realizada en un T-CAM DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter Inc
(IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia), a una longitud de

onda de 450 nm.

Factor de crecimiento nervioso
Las concenctraciones sanguineas del factor de crecimiento nervioso (NGF)

fueron determinadas utilizando un kit de enzimo-inmunoandlisis (ELISA)
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comprado a Promega (Madison, WI, USA). Los valores de lectura fueron
obtenidos en un T-CAM DTX 880 Multimode Dectector Beckman Coulter Inc
(IZASA Distribuciones Técnicas S.A., Barcelona, Espafia), a una longitud de

onda de 450 nm.

4.4. Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS17.0® (SPSS
Ibérica, Madrid, Espafia) para Windows. Lo primero a que se procedi6 fue a
valorar si las muestras seguian una distribucion normal, para lo que se aplico
el test de Shapiro-Wilk.

Para la comparacion entre tres grupos se aplico el analisis de varianza
de una via (ANOVA) con la prueba de correccién de Bonferroni. Cuando
ANOVA no mostré significancia estadistica para la comparacién de tres
grupos se procedio a realizar comparacién por parejas de grupos mediante la
prueba “t” de Student para variables independientes. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con P< 0,05.

Por su parte, el estudio de la existencia de posibles correlaciones

entre variable fue realizado mediante la prueba de Pearson.
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5. Resultados

Caracteristicas demogqraficas de los sujetos
de estudios

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes y

controles.
Parametros Control (n=19) EH (n=19) EH1 (n=12) EH2 (n=7)
Sexo (varén/femenino) 8/11 9/10 5/7 4/3
Edad (afios) 26 — 58 24 — 64 30 - 64 24 - 63
Estatura (cm) 162.9+7.4 168.9 £ 8.9 173.1+6.4 157.3+3.5
Peso (kg) 78.5+9.19 70.9+ 8.6 745+ 8.6 64.6+4.1
Inicio de los sintomas 35.1+12.2 314+115 40.1+11.2
(afios)
Afos de enfermedad 11.1+81 50+3.2 11.9+89
Expansiéndel triplete CAG
(N° de repeticiones) 46.5+ 4.8 446+ 2.3 484+ 3.9
Glucosa (mg/dL) 98.9+175 91.1+21.4 98.1+ 255 80.5+7.0
Colesterol (mg/dL) 208.5+32.0 191+ 45.7 192.8 £ 52.2 188.7 £ 41.5
Trigliceridos (mg/dL) 109.7 £ 32.0 78.0 £ 27.5 74.1+25.8 83.7+329
HDL (mg/dL) 57.8+145 48.7+12.6 48.0 + 15.7 49.7+7.8
LDL (mg/dL) 146.8 £ 30.0 126.4 £ 39.8 129.6 £+41.8 121.5+42.3

Los datos son expresados como la media + ES o el rango (minimo — maximo).
EH: Enfermedad de Huntington. Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70
puntos; y grupo EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual a
70 puntos segun la escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale
(UHDRS) (Huntington Study Group, 1996).
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Cambio en los biomarcadores de dafo
oXxidativo

Tabla 2. Biomarcadores de dafio oxidativo.

Todos los datos son expresados como la media + ES. EH: Enfermedad de
Huntington. Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y grupo
EH2: pacientes con una puntuacién UHDRS menor o igual a 70 puntos segun
la escala The Unified Huntington’'s Disease Rating Scale (UHDRS)
(Huntington Study Group, 1996).

A) Plasma.
Plasma
Control EH EH1 EH2

Proteinas carboniladas (nM) 0.36 + 0.14 0.571 + 0.24% 0.6 £0.25 0.49 + 0.22°
8-OHdG (ng/ml) 4551+11.93  69.53+32.23" 71.5+240  65.70 +26.97
Potencial antioxidante total
plasmatico (mM) 1.07 +0.20 0.83 +0.08" 0.83+0.085 0.82 +0.08
GAP (mM) 1283.7 +374.5 1017.5+200.97° 996.2+216.1 1051 +192
GSH (uM) 30.19+4.84 24.63 + 7.44° 24.03+847 24.68 +5.27
GSSG (UM) 9.95+5.9 13.06 + 8.11° 13.73+9.32 11.59 +5.06
Glutation total (uM) 42.15 £ 6.52 37.25 + 7.40 37.71+9.42 36.24+3.18
Cociente 298+1.75 1.73 £ 0.97° 1.55+1.04 2.10+0.83

2 P<0.001 vs control; ° P<0.01 vs control; ¢ P<0.05 vs control;  P<0.01 vs
EH1; ®P<0.05 vs EH1.
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Resultados

Eritrocitos

Control EH EH1 EH2
Proteinas carboniladas 0.46+0.04  0.66 +0.19° 0.71+£0.45 057 +0.15°
(nM/g Hb)
Productos lipoperoxidacién 11.68 +3.73  15.75% 5.83" 16.17 £ 5.8 14.82 + 3.10
(uM/g Hb)
GSH (uM/g Hb) 141.5+30.6 122.8+14.87* 126.2+12.26 114.72+18.8
GSSG (uM/g Hb) 42.47 +29.3 44,95+ 15.29 46.19 +16.27 40.58 + 15.74
Glutation total (uM) 184.1+28.3 167.82+18.2 172.45+17.3 155.36 £16.2
Cociente 3.09+1.62 2.73+£1.04 273+£1.04 282+1.25
SOD (U/ml/g Hb) 2.24+0.18 1.64 +0.21° 1.29+0.74 1.86 +£0.78
GPx (U/ml/g Hb) 0.20+0.1 0.60 + 0.14° 0.6 +0.01 0.5+ 0.017

2 P<0.001 vs control; ° P<0.01 vs control; © P<0.05 vs control;  P<0.01 vs
EH1; °P< 0.05 vs EH1.
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Tabla 3. Algoritmo para el estudio del déficit

antioxidante existente.

A) Los niveles de referencia son establecidos en base al percentil 90 de los

obtenidos en

los sujetos sanos (controles)

incorporados  al

estudio,

estableciendo con ello el punto de corte. Los parametros incorporados son

estudios en plasma, excepto el cociente SOD/GPx que fue evaluado en

eritrocitos.

Estado oxidativo SOD/GPx Potencial Brecha Proteinas 8-OHdG
antioxidant ~ antioxidante carboniladas  (ng/mi)
e total (umol/L) (nM)
plasmético
(mM)
Sin estrés oxidativo <241 20.87 >1012.84 <0.549 <£68.10
Estrés oxidativo con 2241 =0.87 =21012.84 = 0.549 =268.10
AEDN <241 <0.87 <1012.84 > 0.549 > 68.10
Estrés oxidativo con > 24.1 <0.87 <1012.84 > 0.549 > 68.10

AEXD

Estrés oxidativo con
ASGD

AEDN: deficiencia antioxidante enzimatica; AEXD: deficiencia antioxidante
extracelular; ASGD: deficiencia antioxidante global
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B) Interpretacién de los biomarcadores de dafio oxidativo en los pacientes.

Grupos SOD/GPx  Potencial antioxidante Brecha Proteinas 8-OHdG
total plasmatico antioxidante carboniladas  (ng/m)

(mM) (nmol/L) (nM)
EH (EH1+EH2) <241 <0.87 <1012.84 2 0.549 >68.10
EH2 <241 <0.87 <1012.84 <0.549 <68.10
EH1 <241 <0.87 <1012.84 > 0.549 >68.10

Estos resultados avalan la hip6tesis de una deficiencia en el sistema
antioxidante extracelular en pacientes con enfermedad de Huntington.
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Figura 5. Correlacion entre la severidad de la
enfermedad (EH1 y EH2) y el nivel de proteinas
carbonizadas en eritrocitos.

Enfermedad de Huntington (EH). Grupo EH1: con una puntuacién superior a
70 puntos; y grupo EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual
a 70 puntos segun la escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale
(UHDRS) (Huntington Study Group, 1996). R: 0.619; P< 0.01.
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Figura 6. Grado de estrés oxidativo general, correlacion
con el grado de severidad de la enfermedad.

Enfermedad de Huntington (EH). Grupo EH1: con una puntuacion superior a
70 puntos; y grupo EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual
a 70 puntos segun la escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale
(UHDRS) (Huntington Study Group, 1996). Correlation, r: 0.851; P<0.01. Las
barras representa la media £ ES. EH1 escala UHDRS > 70 and EH2 escala
UHDRS < 70. ***P<0.001 vs control; **P<0.05 vs EH1. r: 0.815; P<0.01

Grado de estrés oxidativo global
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Niveles de tiorredoxina

Tabla 4. Niveles de tiorredoxina reductasa 1 y
tiorredoxina en plasma y eritrocitos.

Todos los datos son expresados como la media = ES. EH: Enfermedad de

Huntington. Grupo EH1: con una puntuacién superior a 70 puntos; y grupo

EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS.

A) Tiorredoxina reductasa-1

Plasma Eritrocitoss

ng/mi ng/gHb
Control 0.92+1.05 6.57 £ 2.56
EH 0.54 + 0.04** 431+0.30*
EH1 0.58 = 0.04** 4.46 + 0.45*
EH2 0.48 + 0.08**" 4.40 £ 0.47*

“P<0.01 vs control; 'P<0.05 vs control: * P<0.05 vs HD1.

B) Tiorredoxina-1

Plasma Eritrocitos
ng/ml ng/gHb
Control 5.25+3.44 37.04 + 25.06
EH 0.84 + 1.39** 6.51 + 10.92**
EH1 0.79 + 1.46** 6.43 £12.02*
EH2 0.91 +1.48* 6.65 +10.81*

"P<0.01 vs control; 'P<0.05 vs control.
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Niveles en nitrotirosina (estrés nitrosativo)

Tabla 5. Oxido nitrico (como tritos totales), actividad
oxido nitrico sintetasa y nitrotirosina.

Todos los datos son expresados como la media + ES. EH: Enfermedad de
Huntington. Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y grupo

EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS.

Control EH1 EH2
NOXx (umol) 261.7 £ 25.2 265.2+21.7 264.3 + 33.8
NOS
32,
(umol of NO/ug de proteinas/ 4.3 0 3425 49+1.3
Unidad de tiempo
Nitrotirosina (nmol/L) 1.40+0.20 2.39 + 0.54° 1.81+0.75

°P<0.05 vs control
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Modificaciones en factores neurotroficos y
lactato deshidrogenasa

Tabla 6. Niveles plasmaticos de BDNF, GDNF y lactato
deshidrogenasa (LDH).

Todos los datos son expresados como la media + ES. EH: Enfermedad de
Huntington. Grupo EH1: con una puntuacién superior a 70 puntos; y grupo

EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS.

Control EH1 EH2

BDNF (ng/mL)  2.471.0+549.7  2.383.61+484.54%  2.647.5 5+ 742.87°
GDNF(ng/mL)  844.24 + 308.86 428.18 + 126.48° 484.98 + 180.73°
LDH (U/mL) 311.33 + 38.36 418.33 + 106.38" 374.16 + 68.36°

3p<0.001 vs control: °P<0.01 vs control; °P<0.05 vs control
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Figura 7. Niveles periféricos del factor NGF.

Enfermedad de Huntington (EH). Grupo EH1: con una puntuacién superior a
70 puntos; y grupo EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual
a 70 puntos segun la escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale
(UHDRS) (Huntington Study Group, 1996).

NGF

e

Control EH2

Las barras representan la media + ES. ***P<0.001 vs control; *P<0.01 vs EH1.
r: 0.522, P< 0.032.
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Relacion estrés oxidativo e inflamacion

Tabla 7. Cambios en

la concentracion de de
mieloperoxidasa (MPQO) plasmatica y del cociente con
las células blancas sanguines (CBS).

Todos los datos son expresados como la media + ES. EH: Enfermedad de

Huntington. Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y grupo

EH2: pacientes con una puntuacion UHDRS.

Control EH EH1 EH2
MPO (ng/mL) 198+ 1.1 3.08+1.9 3.17+1.7 23+29
Células blancas sanguineas 7.5+1.1 7.1+25 6.3+2.0 8.7+27
(CBS, 10%/uL)
Cociente MPO/CBS 0.24+0.19 0.47+0.29*° 0.60+0.23* 0.34 +0.45"

2 P<0.05 vs control; ° P<0.05 vs EH1.
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Figura 7. Niveles de proteinas C reactiva (PCR).

Los datos son expresados como la media £ ES. Enfermedad de Huntington
(EH). Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y grupo EH2:
pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual a 70 puntos segun la
escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS) (Huntington
Study Group, 1996) . **P<0.01 vs control; ¥ P<0.05 vs EH1.

PCR

Control EH EH1 EH2
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Figura 8. Interleucina-6 (IL-6).

Los datos son expresados como la media + ES. Enfermedad de Huntington
(EH). Grupo EH1: con una puntuacion superior a 70 puntos; y grupo EH2:
pacientes con una puntuacion UHDRS menor o igual a 70 puntos segun la
escala The Unified Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS) (Huntington
Study Group, 1996) . **P<0.01 vs control
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6. Discusidon

6.1. Papel del estrés oxidativo en la enfermedad

de Huntington

Los datos del presente estudio ponen de manifiesto la existencia de un
intenso dafio oxidativo sistémico (en sangre) en pacientes con HD
comparados con sujetos sanos. Dicho dafio se caracterizd por incremento en
los niveles de oxidacion de lipidos, proteinas y ADN. Asimismo, se revela la
existencia de un mayor estrés oxidativo en los estados de mayor severidad de
la enfermedad, alcanzado cotas de significacion estadistica y correlacion para
los niveles de proteinas carboniladas y el estrés oxidativo global (GOS) entre
el estado de mayor severidad, HD1; y el de menor, HD2. Estos hallazgos
estdn en concordancia con los comunicados por otros autores quienes
observan la existencia de un mayor dafio oxidativo en pacientes con HD
respecto de los individuos sanos (Chen et al., 2007; Duran et al., 2010; Kumar
et al.,, 2009; Sorolla et al., 2008). En esta linea, los estudios del grupo de
Klepac y de Duran apreciaron en sendos estudios que los pacientes con HD
asintomaticos presentaban un menor nivel de lipoperoxidacion plasmaética,
junto con concentraciones menores de lactato (Duran et al., 2010; Klepac et
al., 2007). En sintonia con estos resultados Long y col. encontraron
incrementos en el dafio al DNA cuantificados como 80HdG, indicando su

potencial como posible marcador en la progresion de la enfermedad (Long et
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al.,, 2012). Asimismo, fendmenos de downregulation han sido descritos para
los genes reguladores de proteinas involucradas en la respuesta oxidativa y
metabdlica (AHCY1, ACO2, OXCT y CAP1) en pacientes con enfermedad de
Huntington, indicando que pueden ser potenciales reguladores en el inicio y

estados preclinicos de la enfermedad (Chang et al., 2012)

Los cambios apreciados en el grado de oxidacion se acomparfiaron de
alteraciones en los sistemas antioxidantes. Si bien los datos obtenidos en
referencia al equilibrio redox del gutation son semejantes a los previamente
comunicados por Klepac y col. (2007), los referidos a las enzimas
antioxidantes presentaron diferencias para algunas de ellas. La actividad de
las enzimas antioxidantes presentes en los estudios publicados se presentan
controvertidos y contradictorios. Asi, algunos autores encuentran una
disminucién en la actividad de la SOD y GPx (Abraham et al., 2005; Bolzan et
al.,, 1997; Chen et al., 2007; Duran et al., 2010; Vural et al., 2010), mientras
gue otros describen su incremento (llic et al. 1998; Kharrazi et al., 2008;
Schuessel et al., 2004; Sorolla et al., 2008). Por su parte, nosotros
evidenciamos un incremento en la actividad GPx y una reduccién en la de
SOD. Esto puede ser debido, al menos en parte, a (Klepac eet al., 2007;

Sorolla et al., 2008):

i. Los diferentes grados de severidad mostrada por los pacientes

estudiados.

ii. La intensidad del dafio oxidativo.
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iii. El medio bioldgico analizado y la metodologia usada.

iv. El protocolo de cuantificacion utilizado.

V. Las técnica de manipulacién de la muestra empleadas.

Son de especial interés los datos que muestran que la proteina
huntingtina mutada altera la via de sefializacion del factor de transcripcion
Nrf2 (regulador de la expresién de proteinas antioxidantes citprotectoras de
fase Il), causando un incremento del dafio oxidativo y una alteracion de la

dinamica y viabilidad mitocondrial (Jin et al., 2013).

Fue de gran relevancia el novedoso abordaje realizado, por primera vez
en este tipo de pacientes segln nuestro conocimiento, ya que evaluamos de
forma dinamica y global el dafio oxidativo. Habitualmente, los estudios
dirigidos a analizar los cambios en biomarcadores de estrés oxidativo y
sistemas antioxidantes son estaticos y evallan los parametros de manera
independiente, tal que el estrés oxidativo es interpretado como el incremento
en uno de los indicadores de dafio oxidativo y/o la disminucién en alguno de
los sistemas antioxidantes. En el presente estudio quisimos examinar, como
hemos indicado, de forma dinamica el equilibrio oxidativo, analizando para ello
el estado oxidativo general o global de acuerdo con el algoritmo elaborado
para tal efecto por el grupo de Sanchez-Rodriguez (Beristain-Pérez et al.,

2006; Sanchez-Rodriguez et al., 2004).

El primer punto analizado fue el estado del sistema antioxidante
enzimatico, a través de sus dos principales proteinas, SOD y GPx, y la ratio
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SOD/GPx que estas mantienen (Gaeta et al., 2002), teniendo presente que un
cociente adecuado nos indiacria el mantenimiento de esta capacidad.
Nuestros resultados revelaron que no existian cambios estadisticamente
significativos en este cociente entre los diferentes estados de severidad,
aunque de manera general se presentaban disminuidos respecto de los
sujetos sanos. Estos datos apoyan la idea que el sistema antioxidante
enzimatico funciona de manera correcta a pesar del intenso estrés oxidativo.
Por su parte, el andlisis de la brecha antioxidante (variable que evalta la
situacién de los sisteman antioxidante no enzimaticos, excluyendo los
mayoritarios como &cido Urico, albumina y trolox), mostré una reduccion
significativa entre los enfermos con Huntington y los controles sanos,

planteando dos situaciones:

i Una deficiencia de molesculas antioxidantes minoritarias como

acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) y otros.

ii. El importante papel jugado por la capacidad residual antioxidante

plasmatica en el control del dafio oxidativo.

Estos resultados se encuentran en la linea de los previamente
comunicados por Beristain-Pérez y col (2006) en pacientes con diabetes
mellitus, hipertensién arterial y osteoartrtis, y que indirectamente avalarian de

igual forma el papel le la capacidad antioxidante plasmatica minoritaria.

De acuerdo con estos hallazgos se decidi6 estudiar el estado oxidativo

global (GOS) del paciente. Para ello, utilizamos el algoritmo previamente
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descrito por Beristain-Pérez y col. en los estudios ya refidos (2006). La
aplicacién de este procedimiento a nuestros pacientes permitié apreciar la
existencia de puntuaciones mucho mayores en los HD que en los controles.
Situacion que, adicionalmente, pudo ser asociada con la intensidad de la

sintomatologia clinica manifestada por el paciente.

Todos estos datos en su conjunto indican la existencia de un intenso
estrés oxidativo asociado a HD y al estadio de la enfermedad, sugieriendo la
produccion y acumulo de ROS intracelularmente que difundirian al especio
extracelular. Esta situacibn que se traduciria en 8-OHdG, proteinas
carboniladas y lipoperéxidos, junto con una reduccion significativa en la

brecha antioxidante plasmatica.

En el presente estudio, todos los fendbmenos descritos en el péarrafo
anterior coinciden con el correcto y adecuado funcionamiento del eje
enzimético antioxidante (evaluado como SOD/GPx) y el mantenimiento de la
capacidad antioxidante total. Resultados que avalan la idea de una
disminucién de la capacidad antioxidante exdgena (extracelular). Fenémeno,

que a la luz de los datos, puede indicarse es progresivo.

Finalmente, debemos destacar la estrecha correlacion apreciada entre
el nivel de proteinas carboniladas y la gravedad de la enfermedad; asi como
entre la gravedad de la enfermedad y el GOS. Situacion que junto a los
cambios observados en otros parametros cuantificados como GSH vy

malondialdehido (MDA), etc., indicarian que el nivel de carbonilacion de
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proteinas y el GOS son las dos variables mas sensibles a los cambios
oxidativos asociados con la evolucion de la HD. Estos hallazgos podrian
apoyar su uso clinico como marcadores para el seguimiento de la evolucion

de la enfermedad.

6.2. Relacion entre el estrés oxidativo y la
inflamacion en pacientes con enfermedad de

Huntington

A la luz de las conclusiones obtenidas en relacion al dafio oxidativo y sus
biomarcadores, y teniendo presente que los diferentes estudios muestran la
existencia de una respuesta inmune a nivel periférico en pacientes con HD
(Bjorgvist et al., 2008; Lebjhuber et al., 1988), hemos tratado de analizar si

existia una realacion entre ambos fenédmenos.

Los resultados de este trabajo indican la presencia de una disminucion
significativa en los niveles de TrRd-1 y Trx-1 en plasma de pacientes con HD,
acompafiada por aumentos en los niveles circulantes de IL-6 y proteina C-
reactiva (PCR, marcador inespecifico de inflamacion). Estos hallazgos son
similares a los encontrados por otros autores, que informan sobre el
incremento en plasma de TNF-a, IL-6 e IL-8 en pacientes con HD (Bjorqvist et
al., 2008; Hsiao et al., 2010), situacion semejante a la acontecida en otros
porcesos neurodegenerativos como enfermedad de Alzheimer y enfermedad

de Parkinson (Galimberti et al., 2011; Hsiao et al., 2010; Miller et al., 2009).
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Recientemente, Heilman y col. (2011) publicaron la relacion entre los
niveles de Trx-1 y la actividad del sistema inmune, indicando estos mismo
autores, que la expresion del gen NF-kB se encuentra asociada a los cambios

en la actividad deTrx-1.

Por otro lado, los datos de nuestro trabajo no evidenciaron cambios
significativos entre los grupos de estudio para los niveles de MPO y el nimero
de células de la serie blanca (WBC, del inglés white blood cells). Sin embargo,
cuando se establecio su ratio (MPO/WBC) encontramos como ésta era mayor
en pacientes con HD comparados con sujetos sanos, siendo indicativo de una
mayor actividad celular. Ademas, el estudio demostro la existencia de dos

correlaciones:

i. Positiva entre el ratio MPO/WBC vy los niveles de GOS

. Negativa entre el ratio MPO/WBC y la brecha antioxidante

Todo ello apoya la idea que la respuesta inflamatoria tiene una funcion
relevante en la patogénesis y evolucion de la HD, y que ésta es mediada por
ERO y su consiguiente dafio oxidativo, causando cambios en los
biomarcadores a nivel sanguineo. A éste nivel no encontramos cambios
estadisticamente significativos para NO y NOS. Datos que en lo que se refiere
a los niveles de NO difieren de los previamente publicados en la literatura

cientifica (Boll et al., 2008). Esta diferencia de hallazgo puede obedecer a:

i) el método de medicién utilizado, que en otros estudios fue HPLC
mientras que nosotros utilizamos un método espectrofotométrico;
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i) el nimero de pacientes y la severidad del proceso; y

iii) el tipo de muestra biolégica analizada.

6.3. Relacion de los factores neurotroéficos y el
estrés nitrosativo en la enfermedad de

Huntington

Segln nuestro conocimiento el intento de relacionar o establecer una
asociacién entre el estrés nitrosativo y los cambios en los niveles circulantes
de factores neutréficos (NGF, BDNF y GNDF) en pacientes con HD, es

novedoso Y la primera vez que se intenta. Los resultados sugieren que:

i. Los niveles de NGF, BDNF y GDNF son menores en

pacientes con HD que en los controles.

ii. La actividad LDH, los niveles de nitrotirosina y la ratio

MPO/WBC son son mayores en los pacientes.

Los pacientes de nuestro estudio mostraron concentraciones menores
en los niveles plasmaticos de los factores neurotréficos estudiados, datos
congruentes con los presentados por Lorigados y col. (1998) y otros grupos
tanto en estudios con pacientes como con animales en esta y otras patologias
neurodegenerativas (Ciammola et al., 2007; Scalzo et al., 2010; Takahashi et

al., 2012; Teixeira et al., 2010).
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Un hecho singular e interesante que llamé nuestra atencion y
observamos, fue que mientras los niveles de BDNF y GDNF tendian a
disminuir con la severidad de la enfermedad, los niveles de NGF
incrementaban de manera estadisticamente signifciativa, a pesar de
mantenerse por debajo de los niveles mostrados por los sujetos sanos.
Aunque, este suceso requiere un estudio de mayor profundiad, los datos
presente apoyan la idea que al ser NGF producido y liberado por células diana
de inervaciones colinérgicas, la alteracion de éstas provocaria como
mecanismo de respuesta el incrmento en este factor neurotréfico (Aloe et al.,

1997).

Los cambios encontrados en los factores neurotréficos podrian ser
utilizados conjuntamente como marcadores del progreso y evolucion de la
enfermedad, asi el declinar de ellos estaria sujeto al tipo de neurona lesionada
y perdida. Hallazgos similares, que apoyan esta idea, han sido encontrados
por diferentes autores en otros procesos neurodegenerativos como la
enfermedad de Parkinson, la corea de Sydenham y el MSA (Chauhan et al.,

2001; Conforti et al., 2008; Teixeira et al., 2010; Ubhi et al., 2010)

Teniendo presente el relevante papel jugado por el dafio oxidativo en
el curso y evolucién de las enfermedades neurodegenerativas, puesto de
manera evidente para la enfermedad de Huntington en la primera parte de
esta discusion, y la importante funcién desarrollada por el NO en diferentes
funciones fisiologicas fuera y dentro del SNC, asi como en el desarrollo del

denominado estrés nitrosativo (Beal et al., 1992; Klepac et al., 2007; Sorolla et
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al., 2008; Tabrizi et al., 1999). Quisimos analizar el posible rol jugado por las

especies reactivas del nitrégeno .

Una vez realizadas las determinaciones pertienentes se obtuvieron
niveles estaditicamente superiores de nitrotirosina (marcador de dafio
nitrosativo), junto con aumento de actividad plasmética de LDH (marcador del
dafio y necrosis célular). Estos datos estan de acuerdo con los estudios que
indican la presencia de incrementos en los niveles de nitrotirosina en HD
(Matthews et al., 1998), asi como con estudios previos del grupo que
encuenran en modelos experimental de HD aumentos en los niveles de LDH
plasmatica y cerebral (Tunez et al., 2006). Estos mismos estudios indicaron
gue el dafio oxidativo podria ser responsable, al menos en parte, del aumento
del importante dafio y muerte celular acontecido y evaluado entre otras formas
por el incremento en los niveles de LDH. Hipétesis reforzada por el hecho
experimental de la reduccion de los niveles de LDH, asi como de la pérdida
neuronal tras la administracibn de agentes con actividad y capacidad
antioxidantes (Antunes Wilhelm et al., 2013; Khalatbary, 2013; Kumar et al.,
2009; Vamos et al., 2010; Tunez et al., 2006). Por otro lado, diferentes
estudios establecieron una posbile relacion entre los niveles de NGF vy el
estrés nitrosativo, tal que la administraciéon de este factor neurotréfico en
modelos exprimentales de HD induce la reduccion en los niveles de
nitrotirosina, ejerciendo un potente efecto, no solo antioxidante, sino también
neuroprotector (Allen et al., 2013; Galpern et al.,, 1996; Maksimovic et al.,

2002). En esta linea, los trabajos de Gao y col. muestran que ademas de lo ya
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indicado, la administracion de NGF protege frente al estrés oxidativo e induce

proliferacion celular (Gao et al., 2007).

Como se indicé anteriormente, existe una fuerte relacion entre el
estrés oxidativo, la actividad del sistema inmune y la produccién de MPO. Tal
gue los niveles de ésta son asociados tanto a procesos degenerativos como el
HD (Hsiao et al., 2010), como a otros tipos de alteraciones inflamatorias de
naturaleza autoinmune como espondilitis anquilosante y artritis reumatoide
(Feij6o et al., 2009). En el caso de HD ha sido encontrada una intensa
relacion entre el importate estrés oxidativo/nitrosativo y los niveles de MPO,
datos que avalan una estrecha relacién y participacion con los procesos y
respuestas inflamatorias (Bjorkgvist et al., 2008; Dalrimple et al., 2007; Hsiao

et al., 2010)

Los resultados obtenidos en nuestros estudios, estan en consonancia
con los hallazgos de trabajos previos, mostrando que un aumento en la
relacion MPO/leucocitos se asocia con un aumento del dafio nitrosativo,
caracterizado por niveles elevados de nitrotirosina. Esto apoyaria la hipétesis
de que el dafio oxidativo/nitrosativo es responsable de la reduccién en los
niveles de los factores neurotréficos apreciados en pacientes con HD. Esta
idea, es favorecida y sustentada, indirectamente, por los datos que muestran
mejoria en los procesos neurodegenerativos tratados con determinados

factores neurotréficos (Zhang et al., 2010).
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7. Conclusiones

En base a nuestros resultados podemos concluir que:

1. Los pacientes con enfemerdad de Huntington presentan un
estrés oxidativo globalizado, caracterizado por incrementos
en los biomarcadores de dafio oxidativo/nitrativo:
lipoperoxidos, proteinas  carboniladas, 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina y nitrotirosina, asi como un descenso en
los sistemas antioxidantes: superdxido dismutasa,
capacidad antioxidante total del plasma, redox del glutation,

sistema tiorredoxina.

2. La severidad de la enfermedad se correlaciona con un
mayor grado de estrés oxidativo global y proteinas

carboniladas.

3. Los pacientes con enfermedad de Huntington manifiestan
una reduccién en el sistema antioxidante no enzimatico

extracelular.

4. Los niveles plasmaticos de BDNF, GDNF y NGF son
menores en pacientes con enfermedad de Huntington.

Mientras que su reduccion es mas intensa a medida que el
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proceso es mas severo para BDNF y GDNF, guardando

una correlacion positiva para NGF.

Los pacientes con enfermedad de Huntington presentan un
incremento en el conciente entre cantidad de
mieloperoxidasa y ndmero de células blancas sanguineas,

que correlaciona con el estrés oxidativo global.

El dafo oxidativo tienen un papel relevante en la

patogénesis y evolucién de la enfermedad.

El nivel de proteinas carboniladas y el grado de estrés
oxidativo global podrian ser biomarcadores Utiles para el
seguimiento de la evolucion de la enfermeadd, asi como

para evaluar la eficacia de la terapia aplicada.

118



Bibliografia







Bibliografia

8. Bibliografia
Abe J, Berk, BC. Reactive oxygen species as mediators of signal transduction

in cardiovascular disease. Trends Cardiovas Med 8:59-64; 1998.

Abe J, Takahaashi M, Ishida M, Lee J-G, Berk BC. c-Src is required for
oxidative stress-mediated activation of big mitogen activated protein kinase
(BMK1). J Bio Chem 33:20389-94; 1997.

Abraham S, Soundararajan CC, Vivekanandhan S, Behari M. Erythrocyte
antioxidant enzymes in Parkinson’s disease. Indian J Med Res 121: 111-5;
2005.

Allen SJ, Watson JJ, Shoemark DK, Barua UN, Patel NK. GDNF, NGF and
BDNF as therapeutic options for neurodegeneration. Pharmacol Ther 138:
155-75; 2013.

Aloe L, Micera A, Bracci-Laudiero L, Vigneti E, Turrini P. Presence of nerve
growth factor in the thymus of prenatal, postnatal and pregnant rats. Thymus
24:221-31; 1997.

Antunes Wilhelm E, Ricardo Jesse C, Folharini Bartolatto C, Wayne Nogueira
C. Correlations betwen behavioural and oxidtive parameters in a rat quinolinic
acid model of Huntington’s disease: Protective effect of melatonina. Eur J
Pharmacol 701: 65-72; 2013.

Areanas J, Campos Y, Ribacob R, Martin MA, Rubio JC, Ablanedo P, et al.

Complex | defect in muscle from patients with Huntingon’s disease. Ann
Neurol 43: 397-400; 1998.

111



Bibliografia

Arrasate M, Mitra S, Schweitzer ES, Segal MR, Finkbeiner S. Inclusion body
formation reduces levels of mutant huntingtin and the risk of neuronal death.
Nature 431: 747-8; 2004.

Aylward EH, Liu D, Nopoulos PC, Ross CA, Pierson RK, Mills JA, et al. Striatal
volume contributes to the prediction of onset of Huntington disease in incident
cases. Biol Psychiatry 71: 822-9; 2012.

Aylward EH, Li Q, Stine OC, Ranen N, Sherr M, Barta PE, et al. Longitudinal
change in basal ganglia volume in patients with Huntington’s disease.
Neurology 48: 394-9; 1997.

Aylward EH, Nopoulos PC, Ross CA, Langbehn DR, Pierson RK, Mills JA, et
al. Longitudinal change in regional brain valumen inprodromal Huntington
disease. J Neurol Neurosurg Psychiatry 82: 405-10; 2011.

Aziz NA, Pijil H, Frolich M, Mauritis van der Graaf AW, Roelfsema F, et al.
Leptin secretion rate increases with higher CAG repeat number in Huntington’s
disease patients. Clin Endocrinol 73: 206-11; 2010.

Aziz NA, van der Burg JM, Ross RA, Maison P, Saleh N, Bachoud-Levi AC.
High insulin like growth factor | is associated with cognitive decline in
Huntington disease. Neurology 76: 675-6; 2011.

Battista N, Bari M, Traditi A. Severe deficiency of the fatty acid amide
hydrolase (FAAH) activity segregates with the Huntington’s disease mutation
in peripheral lymphocytes. Neurobiol Dis 27: 108-16; 2007.

Battaglia G, Cannella M, Riozzi B, Orobello S, Maat-Schieman ML, Aronica E,

et al. Early defect of transforming growth factor 1 formation in Huntington’s
disease. J Cell Mol Med 15: 555-71; 2011.

112



Bibliografia

Beal MF. Neurochemistry and toxin models in Huntington’s disease. Curr Opin
Neurol 7: 542-7; 1994.

Beal MF. Does impairment of energy metabolism result in excitotoxic neuronal

death in neurodegenerative illnesses? Ann Neurol 31:119-30; 1992.

Bédard C, Wallman MJ, Pourcher E, Gould PV, Parent A, Parent M. Serotonin
and dopamine striatal innervation in Parkinson’s disease and Huntington’s
chorea. Parkinsonism Relat Disord 17: 593-8; 2011.

Bechtel N, Scahill RI, Rosas HD, Acharya T, van den Bogaard SJ, Jauffret C,
et al. Tapping linked to function and structure in premanifest and symptomatic
Huntington’s disease. Neurology 75:2150-60; 2010.

Bennett EJ, Shaler TA, Woodman B, Ryu KY, Zaitseva TS, Becker CH, et al.
Global changes to the ubiquitin system in Huntington’s disease. Nature 448:
704-8; 2007.

Beniczky S, Keri S, Antal A, Jakab K, Nagy H, Benedek G, et al.
Somatosensory evoked potentials correlate with genetics in Huntington’s
disease. Neureport 13:2295-8; 2002.

Beristain-Pérez AS, Sanchez-Rodriguez MA, Ruiz-Ramos M, Mendoza-Nufez
VM. Oxidative stress as a risk factor for the development of diabetes mellitus,

osteoarthritis and hypertension in elderly. Bioquimica 31: 13-22; 2006.
Beste C, Saft C, Andrich J, Gold R, Falkenstein M. Stimulus-response

compatibility in Huntington’s disease: a cognitive-neurophysiological analysis.
J Neurophysiol 99: 1213-23; 2008.

113



Bibliografia

Beste C, Willemssen R, Saft C, Falkenstein M. Error processing in normal

aging and in basal ganglia disorders. Neuroscience 159: 143-9; 2009.

Bjorkqgvist M, Petersén A, Bacos K, Isaacs J, Norlén P, Gil J, et al. Progressive
alterations in the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in the R6/2 transgenic
mouse model of Huntington’s disease. Hum Mol Genet 15: 1713-21; 2006.

Bjorgvist M, Wild EJ, Thiele J, Silvestroni A, Andre R, Lahiri N, et al. A novel
pathogenic pathway of immune activation detectable before clinical onset in
Huntington’s disease. J Exp Med 205: 1869-77; 2008.

Bogdanov MB, Andreassen OA, Dedeoglu A, Ferrante RJ, Beal MF. Increased
oxidative damage to DNA in a transgenic mouse model of Huntington’s
disease. J Neurochem 79: 1246-9; 2001.

Boll MC, Alcaraz-Zubeldia M, Montes S, Rios C. Free copper, ferroxidase and
SOD1 activities, lipid peroxidation and NOxcontent in the CSF. A different
marker profile in four neurodegenerative

diseases. Neurochem Res 33: 1717-23; 2008.

Bolzan AD, Bianchi MS, Bianchi NO. Superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase activities in human blood: influence of sex, age and
cigarette smoking. Clin Biochem 30: 449-54; 1997.

Browne SE, Bowling AC, MacGarvey U, BAik MJ, Berger SC, Mugit MM et al.
Oxidativedamage and metabolic dysfunction in Huntington’s disease: selective

vulnerability of the basal ganglia. Ann Neurol 41: 646-53; 1997.
Brouillet E, Jacquard C, Bizat N, Blum D. 3-nitropropionic acid: a mitochondrial

toxin to uncover physiopathological mechanisms underlying striatal
degeneration in Huntington’s disease. J Neurochem 95: 1521-40; 2005.

114



Bibliografia

Browne SE, Bowling AC, MacGarvey U, BAik MJ, Berger SC, Mugit MM et al.
Oxidative damage and metabolic dysfunction in Huntington’s disease:

selective vulnerability of the basal ganglia. Ann Neurol 41: 646-53; 1997.

Browne SE, Beal MF. Oxidative damage in Huntington disease pathogenesis.
Antioxid Redox Signal 8: 2061-73; 2006.

Bruyn GW. Huntington’s chorea: historical, clinical and laboratory synopsis. In
Vinken PJ, Bruyn GW, eds. Handbook of clinical neurology. Vol. 6.
Amsterdam: North Holland Publishing; p. 298-378; 1968.

Cao Y, Liu JW, Yu YJ, Zheng PY, Zhang XD, Li T, et al. Synergistic protective
effect of picroside Il and NGF on PC12 cells against oxidative stress induced
by H202.Pharmacol Rep 59:573-9; 2007.

Cattaneo E, Zuccato C, Tartari M. Normal huntingtin function: an alternative
approach to Huntington’s disease. Nat Rev Neurosci 6: 919-30; 2005

Cepeda C, Wu N, André VW, Cummings DM, Levine MS. The corticostriatal
pathway in Huntington’s disease. Prog Neurobiol 81: 253-71; 2007.

Chang KH, Chen YC, Wu YR, Lee WF, Chen CM. Downregulation of genes
involved in metabolism and oxidative stress in the peripheral leukocytes of
Huntington’s disease patients. Plos One 7: e46492; 2012.

Chauhan NB, Siegel GJ, Lee JM. Depletion of glial cell line-derived
neurotrophic factor in substantianigra neurons of Parkinson's disease brain. J
Chem Neuroanat 21:277-88; 2001.

Chen CM, Wu YR, Cheng ML, Liu JL, Lee YM, Lee PW, et al. Increased

oxidative damage and mitochondrial abnormalities in the peripheral blood of

115



Bibliografia

Huntington’s disease patients. Biochem Biophys Res Commun 359: 335-40;
2007.

Ciammola A, Sassone J, Cannella M, Calza S, Poletti B, Frati L, et al. Low
brain-derived neurotrophic facor (BDNF) levels in serum of Huntington’s
disease patients. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 144B: 572-7;
2007.

Conforti P, Ramos C, Apostol BL, Simmons DA, Nguyen HP, Riess O, et al.
Bloodlevel of brain-derived neurotrophic factor mRNA is progressively reduced
in rodent models of Huntington's disease: restoration by the
neuroprotectivecompound CEP-1347. Mol CellNeurosci 39:1-7; 2008.

Cong WN, Cai H, Wang R, Daimon CM, Maudsley S, Raber K, et al. Altered
hypothalamic protein expression in a rat model of Huntington’s disease. PLOS
one 7: e47240; 2012.

Costa V, Scorrano L. Shaping the role of mitochondria in the pathogenesis of
Huntington’s disease. EMBO J 31: 1853-64; 2012.

Cunha L, Oliveira CR, Diniz M, Amaral R, Conclaves AF, Pio-Abreu J.
Homovanilic acid in Huntington’s disease and Sydenham’s chorea. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 44: 258-61; 1981.

Dalrymple A, Wild EJ, Joubert R, Sathasivam K, Bjorkgvist M, Petersen A, et
al. Proteomic profiling of plasma in Huntington's disease reveals
neuroinflammatoryactivation and biomarker candidates. J Proteome Res
6:2833-40; 2007.

de Tommaso M, de Carlo F, Druscolo O, Massafra R, Sciruicchio V, Bellotti R.
Detection of subclinical brain electrial activity changes in Huntington’s disease

using artificial neural networks. Clinical Neurophysiology 114: 1237-45; 2003.

116



Bibliografia

Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol.
Rev. 82:47-96; 2002.

Dubinsky RM. No going home for hospitalized Huntington’s disease patients.
Mov Disord 20: 1316-22; 2005.

Duff K, Paulsen JS, Beglinger LJ, Langbehn DR, Stout, Predict-HD
Investigators of the Huntington Study Group. Psychiatric symptoms in
Huntington’s disease before diagnosis: the predict-HD study. Biol Psychiatry
62: 1341-46; 2007.

Duran R, Barrero FJ, Morales B, Luna JD, Ramirez M, Vives F. Oxidative
stress and plasma aminopeptidase activity in Huntington’s disease. J Neural
Transm 117: 325-32; 2010.

Esteve JM, Mompd6 J, Garcia de la Asuncion J, Sastre J, Asensi M, Boix J, et
al. Oxidative damage to mitochondrial DNA and glutathione oxidation in
apoptosis: studies in vivo and in vitro. FASEB J 13:1055-64; 1999

Feijoo M, Tunez |, Tasset |, Montilla P, Perez-Guijo V, Munoz-Gomariz E, et al.
Infliximab reduces myeloperoxidase concentration in chronic inflammatoryjoint
diseases. Pharmacology 83:211-6; 2009.

Flohé L, Giinzler WA. Assays of glutathione peroxidase. Methods Enzymol
105: 114-21; 1984.

Folstein MS, Folstein SE, McHugh PR. “Mini Mental State” a practical method

for grading the cognitive state of patients for the clinician. J Psychiatr Res 12:
189-98; 1975.

117



Bibliografia

Forrest CM, Mackay GM, Stoy N, Spiden SL, Taylor R, Stone TW, et al. Blood
levels of kynuremines, interleukin-23 and soluble human leucocyte antigen-G

at different stages of Huntington’s disease. J Neurochem 112: 112-22; 2010.

Frisard M, Ravussin E. Energy metabolism and oxidative stress: impact on the

metabolic syndrome and the aging process. Endocrine 29:27-32; 2006.

Gaeta L M, Tozzi G, Pastore A, Federici G, Bertini E, Piemonte F.
Determination of superoxide dismutase and glutathione peroxidase activities in
blood of healthy pediatric subjects. Clin Chem

Acta 322: 117-20; 2002.

Galimberti D, Scarpini E. Inflammation and oxidative damage in Alzheimer’s
disease: friend or foe? Front Biosci 3:252-66; 2011.

Galpern WR, Matthews RT, Beal MF, Isacson O. NGF attenuates 3-
nitrotyrosine formation in a 3-NP model of Huntington's disease. Neuroreport
7:2639-42; 1996.

Garcia-Ruiz PJ, Mena MA, Sancehz-Bernardos V, Diaz-Neira W, Giménez-
Roldan S, Benitez J, et al. Cerebrospinal fluid homovanilic acid is reduced in

untreated Huntington’s disease. Clin Neuropharmacol 18: 58-63; 1995.

Gil JM, Rego AC. Mechanisms of neurodegeneration in Huntington’s disease.
Eur J Neurosci 27: 2803-20; 2008.

Gong B, Lim MC, Wanderer J, Wyttenbach A, Morton AJ. Time-lapse analysis
of aggregate formation in inducible PC12 cell model of Huntington’s disease
reveals time-dependent aggregate formation that transiently delays cell death.
Brain Res Bull 75: 146- 57; 2008.

118



Bibliografia

Guimaraes JS, Freire MA, Lima RR, Souza-Rodriguez RD, Costa AMR, Dos
Santos CD, et al. Mecanismos de degeneracion secundaria en el sistema
nervioso central durante los trastornos neuronales agudos y el dafio en la
sustancia blanca. Rev Neurol 48: 304-10; 2009.

Hadju J, Wyss SR, Aebi H. Properties of human erythrocyte catalases after
crosslinking with bifunctional reagents: symmetry of the quaternary structure.
Eur J Biochem 80:199-207; 1977.

Halliwell B. Antioxidants in human health and disease. Annu Rev Nut 16, 3-50;
1996.

Hansson O, Petersen A, Leist M, Nicotera P, Castilho RF, Brundin P.
Transgenic mice expressing a Huntington’s disease mutation are resistant to
quinolinic acid induced striatal excitotoxicity. Proc Natl Acad Sci U S A 96:
827-32; 1999.

Harris GJ, Pearlson GD, Payser CE, Aylward EH, Roberts J, Barta PE, et al.
Putamen volume reduction on magnetic resonance imaging exceeds caudate

changes in mild Huntington’s disease. Ann Neurol 31: 69-75; 1992.

Hecimovic S, Keplac N, Vlasic J, Vojta A, Janko D, Skarpa-Prpic I, et al.
Genetic background of Huntington disease in Croatia: Molecular analysis of
CAG, CCG, and Delta2642 (E2642del) polymorphisms. Hum Mutat 20: 233;
2002.

Heilman JM, Burke TJ, McClain CJ, Watson WH. Transactivation of gene

expression by NFkB is dependent on thioredoxinreductase activity. Free
RadicBiol Med 51:1533-42; 2011.

119



Bibliografia

Henley S, Bates GP, Tabrizi SJ. Biomarkers for neurodegenerative diseases.
Curr Opin Neurol 18: 698-705; 2005.

Hersch SM, Gevorkian S, Marder K, Moskowitz C, Feigin A, Cox M, et al.
Creatine in Huntington’s disease is ssafe, tolerable, bioavailabre in brain and
reduces serum 80H2'dG. Neurology 66: 250-2; 2006.

Hobbs Nz, Henley SM, Wild EJ, Leung KK, Frost C, Barker RA, eta I.
Automated quantification of caudate atrophy by local registration of serial MRI;
evaluation and application in Huntington’s disease. Neuroimage 47: 1659-65;
2009.

Hsiao HY, Chern Y. Targeting glial cells to elucidate the pathogenesis of
Huntington's disease. Mol Neurobiol 41:248-55; 2010.

Hsiao HY, Chern Y. Targeting glial cells to elucidate the pathogenesis of
Huntington’s disease. Mol Neurobiol. 41:248-55; 2010.

Huntington Study Group. Unified Huntington’s disease rating scale: Reliability
and consistency. Mov Disor 11: 136-42; 1996.

llic T, Jovanovic M, Jovicic A, Tomovic M. Oxidative stress and Parkinson’s
disease. Vojnosanit Pregl 55: 463-8; 1998.

Irani K, Xia Y, Zweier JL, Sollott SJ, Der CJ, Fearon ER, et al Mitogenic
signalling mediated by oxidants in Ras-transformed fibroblasts. Science
265:808-11; 1997.

Jin YN, Yu YV, Gundemir S, Jo C, Cui M, Tieu K, Johnson GV. Impaired
mitochondrial dynamics and nrf2 signaling contribute to compromised
reponses to oxidative stress in striatal cells expressing full-length mutant
huntingtin. Plos One 8: €57932; 2013.

120



Bibliografia

Johri A, Beal F. Antioxidants in Huntington’s disease. Biochim Biophys Acta
1822: 664-74; 2012.

Katsuno M, Adachi H, Sobue G. Getting handle on Huntington’s disease: the
case for cholesterol. Nat Med 15: 523-54; 2005.

Khalatbary AR. Olive oil phenols and neuroprotection. Nutr Neurosci (en

prensa); 2013.

Kharrazi H, Vaisi-Raygani A, Rahimi Z, Tavilani H, Aminian M, Pourmotabbed
T. Association between enzymatic and non-enzymatic antioxidant defence
mechanism with apolipoprotein E genotypes in Alzheimer disease. Clin
Biochem 41: 932-6; 2008.

Kieburtz K, MacDonald M, Shih CH, Feigin A, Steinberg K, Bordwell K, et al.
Trinucleotide repeat length and progression of iliness in Huntington’s disease.
J Med Genet 31: 872-4; 1994.

Kim JS, Kornhuber HH, Holzmuller B, Schmid-Burgk W, Mergner T, Krzepinski
G. Reduction of cerebrospinal fluid glutamic acid in Huntington’s disease and

schizophrenic patients. Arch Psychiatr Nervenkr 228: 7-10; 1980.

Kimura Y, Lee WC, Littleton JT. Therapeutic prospects for the prevention of
neurodegeneration in Huntington’s disease and the polyglutamine repeat
disorders. Mini Rev Med Chem 7: 99-106; 2007.

Klepac N, Relja M, Klepac R, Hecimovic S, Babic T, Trkulja V. Oxidative stress
parameters in plasma of Huntington’s disease patients, asymptomatic
Huntington’s disease gene carriers and

healthy subjects. J. Neurol. 254: 1676-83; 2007.

121



Bibliografia

Kumar P, Kalonia H, Kumar A. Huntington’s disease: pathogenesis to animal
models. Pharmacol Rep 62: 1-14; 2010.

Kumar P, Kumar A. Possible neuroprotective effect of Withaniasomnifera root
extract against 3-nitropropionic acid-induced behavioral, biochemical, and
mitochondrial dysfunction in an animal model of Huntington's disease. J Med
Food 12:591-600; 2009.

Kurlan R, Goldblatt D, Zaczek R, Jeffines K, Irvine C, Coyle J, et al.
Cerebrospinal fluid homovanlic acid and parkinsonism in Huntington’s disease.
Ann Neurol 24: 282-44; 1988.

Landles C, Bates GP. Huntingtin and the molecular pathogenesis of
Huntington’s disease. EMBO Rep 5: 958-63; 2004.

Lafon-Cazal M, Pietri S, Culcasi M, Bockaert J. NMDA-dependent superoxide
production and neurotoxicity. Nature 364: 535-7; 1993.

Langbehn DR, Brinkman RR, Falush D, Paulsen JS, Hayden MR. A new
model for precition of the age onset and penetrance for Huntington’s disease
based on CAG length. Clin Genet 65: 267-77; 2004.

Leblhuber F, Walli J, Jellinger K, Tilz GP, Widner B, LacconeF, et al. Activated
immune system in patients with Hungtinton’sdisease. ClinChem Lab Med
36:747-50; 1998.

Lee YJ, Han SB, Nam SY, Oh KW, Hong JT. Inflammation and Alzheimer’s
disease. Arch Pharm Res 33:1539-56; 2010.

Lee JM, Ramos EM, Lee JH, Gillis T, Mysore JS, Hayden MR, et al. CAG
repeat expansion in Huntington disease determines age at onset in a fully

dominat fashion. Neurology 78: 690-5; 2012.

122



Bibliografia

Lefaucheur JP, Ménard-Lefaucheur I, Maison P, Baudic S, Cesaro P,
Peschanski M, et al. Electrophysiological deterioration over time in patients
with Huntington’s disease. Mov Disord 21: 1350-4; 2006.

Leoni V, Mariotti C, Tabrizi SJ, Valenza M, Wild EJ, Henley SM, et al. Plasma
24S-hydroxycholesterol and caudate MRI in pre-manifest and early
Huntington’s disease. Brain 131: 2851-9; 2008.

Leznicki P. Aggregation and toxicity of the proteins with polyQ repeats.
Postepy Biochem 51: 215-22; 2005.

Li SH, Li XJ. Huntingtin-protein interactions and the pathogenesis of
Huntington’s disease. Trends Genet 20: 164-54; 2004.

Liu CS, Cheng WL, Kuo SJ, Li JY, Soong BW, WEi YH. Depletion of
mitochondrial DNA in leukocytes of patients with poly-Q diseases. J Neurol Sci
264: 18-21; 2008.

Long JD, Matson WR, Juhl AR, Leavitt BR, Paulsen JS and the PREDICT-HD
Invetigators and Coordinators of the Huntington Study Group. (OHdG as a

marker for Huntington disease progression. Neurobiol Dis 46: 625-34; 2012.

Lorigados L, Pavon N, Serrano T, RobinsonMA. Nerve growth factor and

neurological diseases. Rev Neurol 26:744-8; 1998.

Loscalzo J. The oxidative stress of hyperhomocysteinemia. J Clin Invest 98:5-
7;1996.

Maiorino M, Ursini F. Oxidative stress, spermatogenesis and fertility. Biol
Chem 383:589-75; 2002

123



Bibliografia

Maksimovic ID, Jovanovic MD, Malicevic Z, Colic M, Ninkovic M. Effects of
nerve and fibroblast growth factors on the production of nitric oxide in
experimental model of Huntington's disease. Vojnosanit Pregl 59:119-23;
2002.

Markianos M, Panas M, Kalfakis N, Hatzimanolis J, Vassilopoulos D.
Neuroendocrine evidence of normal hypothalamus-pituitary dopaminergic

function in Huntington’s disease. Neuro Endocrinol Lett 31: 359-62; 2012.

Markianos M, Panas M, Kalfakis N, Vassilopoulos D. Plasma testosterone,
dehydroepiandrosterone sulphate, and cortisol in female patients with
Huntington’s disease. Neuro Endocrinol Lett 28: 199-203; 2007.

Markianos M, Panas M, Kalfakis N, Vassilopoulos D. Plasma homovanilic acid

and prolactin in Huntington’s disease. Neurochem Res 34: 917-22; 2009.
Markianos M, Panas M, Kalfakis N, Vassilopoulos D. Los plasma total
cholesterol in patients with Huntington’s disease and first-degree relatives. Mol
Genet Metab 93: 341-6; 2008.

Markianos M, Panas M, Kalfakis N, Vassilopoulos D. Plasma testosterone in
male patients with Huntington’s disease: relation to severity of illness and
dementia. Ann Neurol 57: 520-5; 2005.

Matthews RT, Yang L, Jenkins BG, Ferrante RJ, Rosen BR, Kaddurah-Daouk
R, et al.Neuroprotective effects of creatine and cyclocreatine in animal models
of Huntington's disease. J Neurosci 18:156-63; 1998.

Mattson MP. Accomplices to neuronal death. Nature 415: 377-9; 2002

Meister A, Anderson ME. Glutathione. Ann Rev Biochem 52:711-760; 1983.

124



Bibliografia

Menalled LB, Sison JD, Dragatsis Im, Zeitlin S, Chesselet MF. Time course of
early motor and neuropathological anomalies in a knock-in mouse model of
Huntington’s disease with 140 CAG repeats. J Comp Neurol 465: 11-26; 2003.

Miller RL, James-Kracke M, Sun GY, Sun AY. Oxidative and inflammatory
pathways in Parkinson’s disease. Neurochem Res 34:55-65; 2009.

Mochel F, Benaich S, Rabier D, Durr A. Validation of plasma branched chain
amino acids as biomarkers in Huntington’s disease. Arch Neurol 68: 265-7;
2011.

Mochel F, Charles P, Seguin F, Barriatault J, Coussieu C, Perin L, et all. Early
energy deficit in Huntington disease: identification of a plasma biomarker

traceable during disease progression. PLOS One 2:€647; 2007.

Nasir J, Lafuente MJ, Duan K, Colomer V, Engelender S, Ingersoll R, et al.
Human huntingtin-associated protein (HAP-1) gene: genomic organization and

an intragenic polymorphism. Gene 254: 181-7; 2003

Nguyen |, Bradshaw JL, Stout JC, Croft RJ, Georgiou-Karistianis N.
Electrophysiological measures as potential biomarkers in Huntington’s

disease: review and future directions. Brain Res Rev 64: 177-94; 2010.

Nopoulos OC, Aylward EH, Ross CA, Johnson HJ, Magnotta VA, Juhl AR, et
al. Cerebral cortex structure in prodromal Huntington disease. Neurobiol Dis
40:544-54; 2010.

Nopoulos PC, Aylward EH, Ross CA, Mills JA, Langbehn DR, Johnson HJ, et

al. Smaller intracranial volume in prodromal Huntington’s disease: evidence for

abnormal neurodevelopment. Brain 134: 137.42; 2011.

125



Bibliografia

Orr WC, Sohal RS. Extension of life-span by overexpression of superoxide
dismutase and catalase in Drosophila melanogaster. Science 263: 1128-30;
1994,

Palmer HJ, Paulson KE. Reactive oxygen species and antioxidants in signal

transduction and gene expression. Nutr Rev 55:353-61; 1997.

Paulsen JS, Langbehn DR, Stout JC, Aylward E, Ross E, Nance CA, et al.
Detection of Huntington’s disease decades before diagnosis: the Predict-HD
study. J Neurol Neurosurg Psychiatry 79: 874-80; 2008.

Paulsen JS, Nopoulus PC, Aylward E, Ross CA, Johnson H, Magnotta VA, et
al. Brain Res Bull 82: 201-7; 2010.

Pérez-De la Cruz V, Santamaria A. Integrative hypothesis for Huntington’s
disease: a brief review of experimental evidence. Physiol Res 56: 513-26;
2007.

Polidori MC, Mecocci P, Browne SE, Senin U, Beal MF. Oxidative damage to
mitochondrial DNA in Huntington’s disease parietal cortex. Neurosci Lett
272:53-6; 1999.

Popovic V, Svetel M, Djurovic M, Petrovic S, Doknic M, Pekic S, et al.
Circulating and cerebrospinal fluid ghrelina and leptin: potential role in alterad
body weight in Huntington’s disease. Eur J Endocrinol 151: 451-5; 2004.

Potenza RL, Tebano MT, Martire A, Domenici MR, Pepponi R, Armida M, et al.
Adenosine A (2A) receptors modulate BDNF both in normal conditions and in
experimental models of Huntington’s disease. Purinergic Signal 3: 333-8;
2007.

126



Bibliografia

Ramsey CP, Glass CA, Montgomery MB, Lindl KA, Ritson GP, Chia LA, et al.
Expression of Nrf2 in neurodegenerative diseases. J Neuropathol Exp Neurol
66 :75-85; 2007.

Reilmann R, Rolf LH, Lange HW. Huntington’s disease: The neuroexcitotoxin
aspartate is increased in platelets and decresed in plasma. J Neurol Sci 127:
48-52; 1994.

Ribai P, Nguyen K, Hahn-Barma V, Gourfinkel-An 1, Vidailhet M, Legout A, et
al. Psychiatric and cognitive difficulties as indicators of juvenile Huntington
disease on in 29 patients. Arch Neurol 64: 813-9; 2007.

Ricart-Jané D, Llobera M, Lépez-Tejero MD. Anticoagulants and other
preanalytical factors interfere in plasma nitrate/nitrite quantification by the
Griess method. Nitric Oxid 6:178-85; 2002.

Rosas HD, Goodman J, Chen YI, Henkins BG, Kennedy DN, Makris N, et al.
Striatal volume loss in HD as measured by MRI and the influence of CAG
repeat. Neurology 47:1025-8; 2001.

Rosas HD, Koroshetz WJ, Chen YI, Skeuse C, Vangel M, Cudkowicz ME, et
al. Evidence for more widespread cerebral pathology in early HD: an MRI-

based morphometric analysys. Neurology 60:1615-20; 2003.
Rosas HD, Salat DH, Lee SY, Zaleta AK, Pappu V, Fischl B, et al. Cerebral
cortex and the clinical expression of Huntington’s disease: complexity and

heterogeneity. Brain 131: 1057-68; 2008.

Ross CA, Tabrizi SJ. Huntington’s disease: from molecular pathogenesis to
clinical treatment. Lancet Neurol 10: 83-98; 2011.

127



Bibliografia

Ruiz C, Casarejos MJ, Gémez A, Solano R, de Yebener JG, Mena MA.
Protection by glia-conditiones medium in a cell model of Huntington disease.
PLOS Curr 4: e4fbca54a2028b; 2012

Saleh N, Moutereau S, Durr A, Krystkowiak P, Azulay JP, Tranchant C, et al.
Neuroendocrine disturbances in Huntington’s disease. Plos ONE 4:e4962;
20009.

Sanchez-Rodriguez MA, Santiago-Osorio E, Vargas LA, Mendoza-Nufiez VM.
Propuesta de un constructo para evaluar integralmente el estrés oxidativo.
Bioquimia 29: 81-90; 2004.

Santamaria A, Pérez-Severiano F, Rodriguez-Martinez E, Maldonado PD,
Pedraza-Chaverri J, Rios C, et al. Comparative analysis of superoxide
dismutase activity between acute pharmacological models and a transgenic

mouse model of Huntington’s disease. Neurochem Res 26: 419-24; 2001.

Scalzo P, Kummer A, Bretas TL, Cardoso F, Teixeira AL. Serum levels of
brainderivedneurotrophic factor correlate with motor impairment in Parkinson's
disease. J Neurol 257:540-5; 2010.

Schuessel K, Leutner S, Cairns NJ, Muller WE, Eckert A. Impact of gender on
upregulation of antioxidant defence mechanisms in Alzheimer’s disease brain.
J Neural Transm 111: 1167-82; 2004.

Shirbin CA, Chua P, Churchyard A, Hannan AJ, Lowndes G, Scout JC. The

relationship between cortisol and verbal memory in the early stages of

Huntington’s disease. J Neurol (in press); 2012.

Sies H. Biochemistry of oxidative stress. Angew Chem Int Ed Engl 25, 1058-
1071; 1986.

128



Bibliografia

Soneson C, Fontes M, Zhou Y, Denivson V, Paulsen JS, Kirik D, et al. Early
changes in the hypothalamic region inprodromal Huntington disease revealed
by MRI analysis. Neurobiol Dis 40: 531-43; 2010.

Sorolla MA, Rodriguez-Colman MJ, Vall-Llaura N, Tamarit J, Ros J, Cabiscol
E. Protein oxidativon in Huntington disease. Biofactors 38: 175-85; 2012.

Sorolla MA, Reverter-Branchat G, Tamarit J, Ferrer |, Ros J, Cabiscol E.
Proteomic and oxidative stress analysis in human brain samples of Huntington
disease. Free Radic Biol Med 45: 667-78; 2008.

Squitieri F, Orobello S, Cannella M, Martino T, Romanelli P, Giovacchini G, et
al. Riluzole protects Huntington’s disease patients from brain glucose
hypometabolism and grey matter volume loss and increases production of
neurotrophins. Eur J Nucl Med Mol Imaging 36: 1113-20; 2009.

Stahl SM, Thiemann S, Faull KF, Barchas JD, Berger PA. Neurochemistry of
dopamine in Huntington’s dementia and normal aging. Arch Gen Psychiatry
43:161-4; 1986.

Steffan JS, Agrawal N, Pallos J, Rockabrand E, Trotman LC, Slepko N, et al.
SUMO modification of Huntingtin and Huntington’s disease pathology. Science
304: 100-4; 2004.

Stout JC, Paulsen JS, Queller S, Solomon AC, Whitlock KB, Campbell JC, et
al. Neurocognitive signs in prodromal Huntington disease. Neuropsychology
25: 1-14; 2011.

Stoy N, Mackay GM, Forrest C M, Christofides J, Egerton M, Stone T W, et al.
Tryptophan metabolism and oxidative stress in patients with Huntington’s

disease. J Neurochem 93: 611-23; 2005.

129



Bibliografia

Strong TV, Tagle DA, Valdes JM, Elmer LW, Boehm K, Swaroop M, et al.
Widespread expression of the human and rat Huntington’s disease gene in
brain and nonneural tissues. Nat Genet 5: 259-65; 1993.

Sturrock A, Laule C, Decolongon J, Dar Santons R, Coleman AJ, Creighton S,
et al. Magnetic resonance sprectroscopy biomarkers in premanifest and early
Huntington disease. Nurology 75: 1702-10; 2010.

Sundaresan M, Yu ZX, Ferrans VJ, lrani K, Finkel T. Requirements for
generatin of H,O, for PDGF signal transduction. Science 270:296-99; 1995.

Suzuki YJ, Forman HJ, Sevanian A. Oxidants as stimulators of signal
transduction. Free Radic Biol Med 22:269-85; 1997.

Tabrizi SJ, Cleeter MW, Xuereb J, Taanman JW, Cooper JM, Schapira AH.
Biochemical abnormalities and excitotoxicity in Huntington's disease brain. Ann
Neurol 45:25-32; 1999.

Tabrizi SJ, Langbehn DR, Leavitt BR, Roos RA, Durr A, Caufurd D, et al.
Biological and clinical manifestations of Huntington’s disease in the
longitudinal TRACK-HD study: cross-sectional analysis of baseline data.
Lancet Neurol 8: 791-801; 2009.

Tabrizi SJ, Reilmann R, Roos RA, Durr A, Leavitt Bowen G., et al. Potential
endpoints for clinical trials in premanifest and early Huntington’s disease in the
TRACK-HD study: analysis of 24 month observational data. Lancet Neurol 11:
42-53; 2012.

Tabrizi SJ, Workman J, Hart PE, Mangiarini L, Mahal A, Bates G., et al.
Mitochondrial dysfunction and free radical damage in the Huntington R6/2

transgenic mice. Ann Neurol 47: 80-6; 2000.

130



Bibliografia

Taherzadeh-Fard E, Saft C, Andrich J, Wieczorek S, Arning L. PGC-1-alpha as

modifier of onset age in Huntington disease. Mol Neurodegener 4: 10; 2009.

Takahashi M, Ishikawa K, Sato N, Obayashi M, Niimi Y, Ishiguro T, et al.
Reduced brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mRNA expresion and
presence of BDNF-immunoreactive granules in the spinocerebellar ataxia type
6 (SCAB) cerebellum. Neuropathology 32: 595-603; 2012.

Tasset |, Pérez de la Cruz V, Elinos-Calderén D, Carrillo-Mora P, Gonzalez-
Herrera IG, Luna-Lopez A, et al. Protective effect of ter-butylhydroquinone on
the quinolinic-acid induced toxicity in striatal slices: role of the Nrf2-antioxidant

response element pathway. Neurosignals 18: 24-31; 2012.

Tasset |, Sanchez F, Tunez |. Bases moleculares de la enfermedad de

Huntington: papel del estrés oxidativo. Rev Neurol 49: 424-9; 2009.

Terradez P, Asensi M, Lasso de la Vega MC, Puertes IR, Vifia J, Estrela JM.
Depletion of tumor glutathione in vivo by buthionine sulphoximine: modulation
by the rate of cellular proliferation and inhibition of cancer growth. Biochem J
292: 477-83; 1993

Teixeira AL, Bretas TL, Kummer A, Melo LC, Baraldi A, Harsanyi E, et al.
Serum levels of brain-derived neurotrophic factor in Sydenham's chorea.
Neurol Sci 31:399-401; 2010.

Tunez I, Collado JA, Medina FJ, Pena J, Mufioz MC, Jimena |, et al. 17 beta-
Estradiol may affect vulnerability of striatum in a 3-nitropropionic acid-induced
experimental model of Huntington's disease in ovariectomized rats.
Neurochem Int 48:367-73; 2006.

131



Bibliografia

Tanez |, Montilla P, Mufioz MC, Feijéo M, Salcedo M. Protective effect of
melatonin on 3-nitropropionic acid-induced oxidative stress in synaptosomes in

an animal model f Huntington’s disease. J Pineal Res 37: 252-6; 2004.

Ubhi K, Rockenstein E, Mante M, Inglis C, Adame A, Patrick C, et al.
Neurodegeneration in a transgenic mouse model of multiple system atrophy is
associated with altered expression of oligodendroglial-derived neurotrophic
factors. J Neurosci 30:6236-646; 2010.

Underwood BR, Broadhurst D, Dunn WB, Ellis DI, Michell AW, Vacher C,
Mosedale DE, Kell DB, Barker RA, Grainger DJ, Rubinsztein DC. Huntington
disease patients and transgenic mice have similar pro-catabolic serum
metabolite profile. Brain 129: 877-86; 2006.

Vamos E, Voros K, Vecsei L, Klivenyi P. Neuroprotective effects of L-carnitine
in a transgenic animal model of Huntington's disease. Biomed Pharmacother
64:282-6; 2010.

van der Hiele K, Jurgens CK, Vein AA, Reijntjes RH, Witjes-Ané MN, Ross RA,
et al. Memory activation reveals abnormal EEG in preclinical Huntington’s
disease. Mov Disord 22: 690-5; 2007.

van Roon-Mom WM, Pepers BA, 't Hoen PA, Verwijmeren CA, Den Dunnen
JT, Dorsman JC, et al. Mutant huntingtin activates Nrf2-responsive genes and
impairs dopamine synthesis in a PC12 model of Huntington's disease. BCM
Mol Biol 9: 9-84; 2008.

Vaughan M. Oxidative modification of macromolecules minireview series. J
Biol Chem 272:18513; 1997.

132



Bibliografia

Voetman AA, Loos JA, Roos D. Changes in the levels of glutathione in
phagocyting human neutrophils. Blood 55:741-747; 1980.

Vural H, Demirin H, Kara Y, Eren |, Delibas N. Alterations of plasma
magnesium, copper, zinc, iron and selenium concentrations and some related
erythrocyte antioxidant enzyme activities in patients with Alzheimer’s disease.
J Trace Elem Med Biol 24: 169-73; 2010.

Walker F. Huntington’s disease. Lancet 369: 218-28; 2007.

Wang H, Yang G, Prabhakar NR, Boswell M, Katz DM. Secretion of brain-
derived neurotrophic factor from PC12 cells in response to oxidative stress

requires autocrine dopamine signalling. J Neurochem 96: 694-705; 2006.

Warner JP, Barron LH, Brock DJH. A new polymerase chain reaction (PCR)
assay for the trinucleotide repeat that is unstable and expanded on

Huntington’s disease chromosomes. Mol Cell Probes7: 235-39; 1993.

Weir DW, Sturrock A, Leavitt BR. Development of biomarkers for Huntington’s
disease. Lancet Neurol 10: 573-90; 2011.

Weiss A, Klein C, Woodman B, Sathasivam K, Bibel M, Réqulier E, et al.
Sensitive biochemical aggregate detection reveals aggregation onset before
symptom development in cellular and murine models of Huntington’s disease.
J Neurochem 104: 846-58; 2008.

Wexler NS, Young AB, Tanzi RE, Travers H, Starosta-Rubinstein S, Penney
JB, et al. Homozygotes for Huntington’s disease. Nature 326: 194-7; 1987.

Wild E, Bjorkqvist M, Tabrizi SJ. Immune markers for Huntington’s disease?
Exp Rev Neurother 8: 1779-81; 2008.

133



Bibliografia

Yang SH, Cheng PH, Banta H, Nitsche KP, Yang JJ, Cheng CH, et al.
Towards a transgenic model of Huntington’s disease in a non-human primate.
Nature 453: 921-4; 2008.

Zuccato C, Cattaneo E. Role of brain-derived neurotrphic factor in Huntington’s
disease. Prog Neurobiol 81: 294-330; 2007.

Zhang DK, He FQ, Li TK, Pang XH, Cui de J, Xie Q, et al. Glial-derived

neurotrophicfactor regulates intestinal epithelial barrier function and

inflammation and is therapeutic for murine colitis. J Pathol 222:213-22; 2010.

134



Anexos







XIit CONGRESO SOCIEDAD ESPAROLA DE NEUROCIENCIA

y hemos estufado & papel de su inleraccdn en 8
wnhmmenmmmh“&
ninididores de la apoptosis que detiens la muerte celutar bioqueando
uma-wcm« P =

CO-MMUNOPMECIpaciin,
wleraccion do FAFT con XIAP y ef dominio especifico de la

Estos

m'u a

Pise

TNFa o Upopolsacarico,

FAF1. Esta acodn se lleva a cabo por la interaccion y secuesiro
coplasmatico del tactor NF-«xB pB5. Bl incremento de XIAP en estas
condiciones bloguaa 18 acuon de FAF1 sobre I8 via NF-«B. De igus
forma hemes ob Ia accion Bpuesta on ks chon de la
via caspasa-Gependiente. Hemos obeervado medanie clomelria de
fujo of papel ctoprotector de XIAP en el proceso apoplolico y su
0N detids 8 FAF1. El estudio del balance enire estos dos
factcres XIAPFAF1 ayudard al conocimiento de su papel én los
en ks gQue s@  encuentran

este trabajo he sido fin

FIvoiucrados.

fespanses.
PPAR-a daletion on the levels of aniaddant enzymes and ninc

Mutus Meaniafs de Wmauthww
de o Juréa de Camunidades de Castita-La Mancha

P 157  EL INHIBIDOR X-LINKED INWAITOR OF APOPTOSIS
PROTEIN

Navaro-Suz RM', Yunta M', Lopez ', uuwm M,
Reigads D', Pha-Thomas ow‘ 5

1. Lab O de Neor de Newologia
wmmamsmm
2 The Minerva Foundstion for Medical Ressarch
Newascience Ut Fnlend

La respuesta al estrds del reficulo endoplasmésico consste en un
conjurto de mecansmos adaplativos que buscan restablecer e
mmgmmmmnum Cuando of

peincipaimenie
malmwmmcomﬂﬂ estudia 50 contrd on of
popel desempefiado por reticulon-1C (RTNIC) en ef procese
Mwmwow-muns RINIC ha sido isentificado

has been d 10 show cytoprotective prop and studes in
the b have shown its partial against
axidative siress on Guture dopamine neurons as web os in vivo afler
local weatment I parkinsccism. n study, the potentisly

AR

ice, suggestng e not

mediated by s agonisic action upon PPAR.a receptors sl the level

of to axen
but

sctivacon de i

obsecvada con chdmetria (Annexin V y tincion DAPY). En
estan DIy de XIAP reduce largo o
poroentaje de célules apoptoticas asl como @ adivacén de la

1. Dep de Boquimics y Biclogla Molecwlar, Facuted de
Modicina.  Universidad de , Cortobe, 2 Sewicio de
Neurologia. Hospial Universtano Reins Soffa de . Cordoba,

Mospeal Nusstrs Saflorn de







15

-
o
=X
<

wan BT Far 19, S5 S 1) sl S0 Sor HIE Far WD sulqets, Che sman
UHDERS mtor sonre was 10 ond moos tatal fusctiaral capodty was 13, P
O anubgace s LPDIKS Gal soero wis 1003 s meses Hoetn aid Yohe

setwe wn 1L end idaration of deggoosis wis < Ty So ol v 1
wan IKF-FPER sirfatabiovesbellar ratin wiwe 3.3 (HI 6.4 (FIC) and 54

~l‘ll| CONCLUSIONSRELEVANCE: “F-FIES o 2 PET o

distroer tor sendusting mOlelh wad doocdlest dharnstarutic R

:am Pretiniry Gats from this sgsing stuly nw-u nm "' n-xu
wprtake i reduonl I8 striated and reccarcxad

sibiecta Additisnal stislios are egoing o evabiase FI'IH n lua

of P13 st 1D sk cho potentml role of (i ia 9T rvdaed

Tyt Michued § Fia Prandation

1 et T Mlawh bubie

1 syt i 18 whoehs [ Mardk wes

W shah ndha ik

gt 1a Makerler Nentvmnang

wrvwrd o pe ervesliuiar 117, Basmell it Trowewmt prrawid vy pessiin Gur st )

Ton witke Wdenndar .nlyg-u--v-‘;—nvl-lnmdpv——

Tempreaian §¢ Mnllea ® morler Negrb

s recar el porvend e gersiaios &e siilios Wity

-,”-.u.lm-t-—ma;-— rewpmeeses B¢ winizee wik N
T Tammgnar ban rocwnwd --0

ol tertal &

kil
mmaraliade, b, Coveghas b .
Livntwl dtrwrr, bo | Mors Mhass S Adte Mudanl swi Trms

POB.029

l.w' of Catfeine Intake on Muntington's
Discase (HD) Course (Vi [uru Amsns, Framy,

inoe Simwin, Fbasnce Jiohand, Puscaly Hincber, Julin Sol

Litiv, France, Povrize Chzrles. Paris, Frouse, Konln Yovesn d

teil, Pranse, Syfvie Barmouf, Litle. Fronv, Joan-$hilimpe

.llannlh h\mu Christepive Verny, Angera, hmm-, Chra

o dl gty

- -n.nE v.n. )hhnln Newrmimag: A v ryertowd
| eomepaaia por Phatthenes aad R l-uu.. -

rorwey bs or st ivitien wihi

POS.027
OFF Test for Patients Treated with Globus

's D

G{ Brigitte Miolei, Ano Marss Mowrs, Husson KT Fernie, lep-
‘oubvs, Mamipailier, Frano

m To wvaluate the clizeal nqum 0 ol tewta @hmm sereals-

Hen) Mring fatants trvasted by blateral Globas Pollidus |rrems (LI

Dvwp Braan (BS) S BACKGROUND:

Kigher prtbenss with Mlustangion s davase Bavy lowst trvakad 11 se oorder
WO TS NS e 2008 Prelimizaey rowilis dorw sistaised elfeet o
raerws high 6 (IS lod 1o rmd ol the UITRRS

reron e of kuﬁ o 12 femirile, DAATS m bt fudkow 2p visi. DB
SIHENNETIIOON: “x of the petarris wadirwost off test 1s S0 Ddlew up
ftwn of Vaern Bnd k«l wivel mvoenw thaan 2 yowes udien! Ptbmniy were
ua-upi Inirn ot Trning AT stisalation KESULTS:
M-urpwdun wan: 305 £ 1747 recothe. aTTwn
I’M AT watha ) St and pevere cha-
s, and -umg ), withast amy charge th danberma. The Ses odud) e
o prokignd Aurther than | e tecnine of sevvrm wirmming Chionvo
dimsininbend grectily witkom 16 reamubon Wby lufmirg o0 smiszelaesm, with
eorrpdute rovesryy Wter | haer BiTwa ather pebionin levrngs TAS T
waathel had: pregresmiec woarsesing evident ater § hanir. ¢ Shew Ao
g within more than M bours e seen tw peatients (TAS 430
Al pnun renehund wurnireel charoo 72 boure afler s swiict o
Thw vilver pofbet! Cymplinatic 10} unnb-l-nu-\ml Tt
-ouhf u-dqn S lm)nme:l:.:;‘m - -uhln- b«- tha bk .lr
ln\lm lMuu -ul

Prived [
Las
rerpewred bewilyRioesls, 1ait el bl of chrres. n&n.. woiteded oa
1o eaatrvl chanar moevnrie, it snstendy galt. CONCLURIONS!
RELEVANCIC GI% DEY leas 1o n reverslio offeet an chns. limnadiate
wurseniteg Wi ety seen  patawite with x wherter Sdlew g DX Terent
frrmmts v bd vaglatn seare rogresdnd warsering seen i paticnts with o

W dbih I u\-mn
-v—-n..-.d.
bc-v—m-l—-n-l-—’n-n-h

P05.028
Face Chorea in Huntington Disease fubot
Fabets, Jomph Jankooic, Houston, 7X

OBIRCTIVES To evecacteron eper (arul m-«npunm wih [l
Unghas @aease (T BM.WWD- Fratal tnvudustary s

el oy
i vwrbety of diweders sebsdong dyshivmin. tramisl
dystoecn, o LD, Bocame of werw -Muru muul feartiron tbiere s &
ramal de Lattey Lhy portire-
larky thowe iivalving the ujgesr Be, nhich u‘ i the &leremtinl
Gisgmenis of tte dpakieaninn. Tatat dartalonn
o e Tk eon's Dincane s Monvermstt Disardery Crrtar won queried far
artive vu-u WIS e disgnads of B whw cxsuest:
taged. Vidoos =f 20 petionia with woefirosd
anlael reoods ma-d i o (e
.\nhwb lcm

from U
100 Eyw Clanmg 10 l\ mm A% 15ucerus f Carrsgavier
om0 =30 Do mabdition. the U sontes for Rews 1, lel\)mlﬁ

wlis e
- 184 son) W% hend s of the crteianl portien of O orticlaeis wali
smchon., Prvovers sl Gurwpster cupercll satractives woey aated (1 355
dhllpunumdmnud " Aty %, oortirase in 30,
o iy E2% of tiw patients. € USIONSRELEVANCE: Do oo
mnc of vadarw froen 26 'lhoma -ﬂh D, wppper (acial chann wis prowul
5 ANVE and war mansioted by eavrialin rardractima and witoa-
leg of pelpatenl Nawsres. hu i may

Tre Franee, Cynd Gidaet, Bordennz,
Lur Ik{mwr. Ternand Sebdanniecy, Mowgue Rorng, Luc B
Philippe Ameayel, Litle, Franee, (Nsser Guodefron, Amiens, Fi
Alexundra Dare, Purts, Mrpwoe, Ao Cutherine Secbuoil
Covell, Fravce, Dot Bum Lile, Frosce. Peeee
Amivsa, Frauee
ORJECTIVI: To detoomine wheahor (n ML Uie age ot assst |
fascy mdpdrll an dhe ratis ot m-u—ul. ey ol
am d bs eafluine tinake
('-uwnlv 1D pragrossben ronuad b puessioad by sno fearn
1 peaiier al it uinh af s
The nebisreship fetwpen the AAD smd tho beaghl of e CAG
vapareten ocovarris G seel) S0 of the vertaney whirsas O
e ing wetded e thim b o geaetin die) sestoesrsniad Dactors {3
L N L Az whieh
Ay naalpen) on -lnud mdn- whowd vesiroais wxpossisg
wad Supaminrge Ly S the et vdnni:b
LM mmnmunmm I pubomaits weem ineidend fog :
s Frond Sgooking Nelsus stus aver x sz mamil |-4hl ]
ataul irw comettinplion was cndleected with soe val L
questiopeeioe, All pethests wors avaluited (9 he » yenr Gt least 8
Betworst £ smesntwsttes tsing the Ustfied Hostingdoo mm- L
Scale. Fretorn wiflactrited AAD Wiro ccasiiasd usstg »
perabio nites of Naartbonet nhlnv

pogralatay wim mm«u.-u»'ﬂu.l petanarls, The ook
mhm-ﬂ-um'h: 1 of the Sast L0 ywmrs rome

Disease hmar Tince [amoowlodn Twewt, Eduarde
Cendubu, Spain, Fronciwes Sanches, Mimrdy Fermindes:
Reotthy, Spwin, Fernanut Sineckes Loz, Condoba, Spain
OBJECTIVE: This shisls -u‘ln n-hlunm wxpdwiicn

patienes with Hustingtes W BACKGROUNTD:

of JifSerrent veckesulen sach ae I.d- trnpecrily nenibe: b
v pef (rehin M.\- e

-nn:mmmn diw
e and other. IEST

[ﬂm.. Crygn

Aative atress IlD eatiarsa evidin) 1) slgreeant iore
ln cartmrytael prosis m prrunshation predaes.
w redustion i GSTL bevebe, AL and GAP. U(L\l, 3
1. thawe rewalis coufiees e ot of it chidaive o
Lol seand, shiess Thawe findage
m- Olm.dn-u Uit adcative wirvws phao & b ol b e

JRICA, ronpetinely. HESULTS: Bowills (ulﬁ

AP NOUWOLOGY T4 Musrh 3. 8910 sugpd 1)







XXXMICongreso
SEBEM2010

PO1A3 - Nanlizumab reduce el dano oxidativo en pacientes
con esclorosis

Inenncutace Tassel, mmmmm

Owma, Ana Isabal Giraido, Felix G

Mortiserrat Foloo, Isans Tinez

Doto. fhoguimvca y B Mo Fi o

MIBIC Unversiand de Cardoba

La terapdntica pora

(EM-AR) 01l actuaimono deigda hacia s modulecion de ta
L 06 que of estrés

QN0 jusga un papel imp e d6 EM-

con

Iintravenosa cada wnlymlmmamu

ndullu‘m Para

las niveles de profoinas camonlates (PCY, & cosfic GSHY

mum-aanlummummm-(mn

soo M’u:nueomw? m‘t‘l:l»u'mi"c P¢m
&l aracueipo oS o PC Y k

mémw)y(iﬁ(hnmn migniras que el cocerte GSH/

) ne expermeanta

MUASIAS unh wiectn ar 2 oslh
AIOCIAG0 & W wlacto
PO165 - Dafo oxidetivo en el higado de animaies oe
sxpuostos a niquel y berllio s tratadas
Carios Santiago Romero, Femando de Jesus, Sandra Guemoro, reras-Villanueva, Cardos G
Elena Pérez Izquierdo, César Talie, Roea Okna amwnmmwcmu Piar Mutiz Rodriguez
e\ do Biog ¥ M far. Fa da U a9 Burgos
Universidad o Maaid
Beleciuwaohm on tajias coma of higado, puece
#0r debick) B Gshos en of materal Ko, 4 [
Iomyuln de grupos mu, J
Los metalas como @l nigue y ol berlo pusden p In do acoon \
o 08 ratcales do oxig que pusce b IbnsPotmunu.cnbn
Poroxidanon IpIcCa; cudnda st e descor como B ndo
cambios en & on y on ZWMummmn ogulsdor
0 O il do las por o la rasp Imperiants on &
ello esta pecopcacion plcacs lumllcn-ldmmmuu la actuEided 88
como on tn atecoestionnss, abetes, y diversas enlomeodades  conooan o lipos de rt dul
Otra do 103 ok MAB & de antre olios log infibidores de ln actwdad do la 4

ltres se procuce scben of DNA, @510 dio oxidatvo conduce  rocuctasa como ol DNCB y el danador de duide
nmmuynérdmsmdmuuuu Poe alo en esio gcom;.amaopummmqu

INVESIDEcn o analza 5 exishe parcxidacdn Ipidica §
wmm\vmnm;\mmmmumm como mmaumvmrxu(m.maysvmmm
CONSECLANCIA e theu?cnhuyumumnlm mosculn upr 100. Los OESTAN que.

G
105 38005 hUMRnos G40 BXpUesics debido @ que 50 prockde  linea tumaral HT-29 que wo
mwmumnmt- fabeican ummyhmwhﬂ!umﬁ\nmm

componeTies.
ablenidos indican que =0 produce UNs ala peecxidacion ipidicace |05 resuRados
ummyunmmuom.u U8 CONCUBICS Con L doxcensD  Que @ 100 JLM & poe jo de
de ias delansas antioddantes ( , catalasa) y por tanio con semilar ea 116 lineae coksar
m.umdohmamam; con un | &t la actidad IDO.
! Mutua A Investigacidn 2009} y Cae

y los .wuoo histolbgicos indican que axsten alleraciones &mamnmwmzwm

MICINY Progecio ELE2008.00163
g;:;maaumomummsum

o







-
g
=]
L4
=
2
I
b

APRIL 14

PO7.091

Clinical and Neuropsychological Diff

between Very Mild Parkinson's Disease Dementia
and Dementia with Lewy Bodies Vo Petocn, Mor
gurite Nayedeva, Latchesar Trayhov, Sofia, Bulgana

ORIECTIVE: To determine tha specifie dilferesces i clinkal and neurs
payrhalagienl profils Setween very mild Dementio with Lewy bedies (DL
wod Parkinsan's disssise detnerrtia (PDDY in oeder o Ond e carly ciniead
wod nesrupaychidngical trarkers foe the difforoatiation of Toch disensss
BACKGROUND: Dvostia with Lowy todies snd Parkinsen’s doease
with dementio often ummrd simiar excrapyramidnl and newropaycho-
gtcal fentures in moderats cancnd stapue of bech diseases. How-
T ﬂu‘smlm profile of l'DI') and DLB = thn earlieat sage of dumustic
w sl undear anid sshject of rensidersble czotreverny. DESIGNMETH-
ODS: We taveatypated 23 PDD patsants (MDS cAeia) and 21 patients
with DLB in very sarly -luv of derntin IMMS!&-M\ AN portionts nrin
went » elindeal,
ot RESULTS: Cargured 10 PO, patients with ik mu‘
significantly lower scoeos o MOST (padl (), Strecp Gt part 1 (p<0037
and dgit xpan backward (<020 Howerer, there wim aot & sgnificant
differancy Ivtwoen bedh groupe b Mini Meotal Parkingeo asd DHS, s well
s in Prow ssd Cucd Selertive Rosinding Test, digit spsa ferwand, T)l‘
Boston maming 1est, {300k drawing test nn‘ of complex MT
motor evaluntion related te DL, DD symnificars .)-v
soure bn UPDRE NI (p<00ol) and HAY -u.- -ynmu altbough the
PIGD motie suktype wn’:‘mr predeainpat metar subtyge in | bats pmuED

Puyehiatrin t
ang DL s the scalos for the svaluatim of apsthy, Gupevanira and disinhi-
bitem, CONCLUSIONS: We firurd (hat i DLI (e develepoont of the
very sarly desentis is related with moco peofund oognitive detecaratim
in sitee aspeet of funetions, ding weeking memaory,
R onod coatm] compare 1 DI, whils in PDD e
dooensin dovnlapenent s related with moen sgnificant molee difiet, Bup-

ol by: A gramd froen the Nedical Usiversity Sofis, Bulesrs.

Dr. Peironn bow potbing to dishne Dy, Banhess has asthing e dusve

Dr Trmykon ban nniieg i ilodes

Movement Disorders: Huntington's
Disease, Tics, and Tourette's
Syndrome

P07.092

ion between Global Oxidative Stress
(GOS) and Severity of Disease in Patients with

on Disease: A Possible Biomarker [nmau
loely Toxnrt, lsove Tumes, Covdodyr, Spain, Ricarde Fermander
Bolanos, Fronciseo Manue! Sdsches, Sewills, Spoin, Edunrdo
Aguera, Femando Sanches, Cordoba, Sprin
ORIECTIVEE To evalusted the global sodative stress (OS] o jetanms
wits Humwmuhu-l"[ll H 1t 1 keows that mada-
Live b B i thn 3 i of HDL Although the ride plays of
rmclive txyRen spicos =il e ntive demsge kuve et duarly beots wtab
Tt nmmmoo& The stedy popralution comgrised 15 hesith)
wehjects and 1 UeOLE Wi oeved (0 3 sshjects 119 pabients vuﬂ
HD and 35 ¥ latad Ty age und sexl At the time of the
wtudy sl setients were émb‘ st two groope: 12 mederale seventy
(HDI) petients and bl 7 imidd severity (HD2) puwla um:dllu w the
urcepind enteria Wat defiw of UH; . In addticon, ik evalsatod
usiog T parmstcters |1 two miaeless of andnlmn 1Y three antoxd
ot Wl recer; and Hik twe a mark
e The valuo 0 o€ 1 was m?‘:’ 1w ooth wrmmr an the basie af ity
nomnriay ar oot respecrivedy. This, the scare wan stablighed ”{!Eﬂ- af all
tems with a muasimen of 1 prints ned minimuse of 0 peints
Beeults confirmed s incroaes of GOS, showi .np-hmmd'naun

corvelotinon with severity « -l disess. CONCLUSIONS: Our results
revenlsd that || patients w oh A bty oidatow stresa: i)
(.(‘buun-l wuhmmy-f n.ln! 181 G085 aruld du a dinieal

Di-l-uwn' T--u A -ou( lanxb- nv 'h-n b potting oo Sachas. Tir
FarnaadeaTedobor bae rodling to dinchwn. Tir. Bascher e mothug 1o dsdus I
Aguers bas asiting 1 Gubes [ Seaches hs sotiang tr dieione

P07.093

comorﬂlltv of ﬂc Disorders and Autism
Sp AP Study Tomar
Pringshaim, Tnm Hammer, Bmvme Mushenko Mitche!l, Colgary,
AR, Canode

ORJBCTIVE: To dstiemine the geovalunce of autiss
(ASDY 10 ehildren wieh tie disorders. BACKGROUND:
ASD arw distares, comgles, Sedavinurally defived dmnhn Data on (Ow
provalence of ASD in cheldren with tics s sciron. DESIGNMETHODS:
ALl mewly sverrod patiaemis for evnluation uf tie diserdors evur 15 momhs
eampdetod 1wo and seroening toels o ASTL the Sacal leagonalveness

Barrey (SRS sed the Soaal Communmkalann Quistivinmey SCQ. Chil
dran scronting petilive o Uhese instrumentn were fecrmlly evalosed ly »
pasthislogit uaing D Aubiess TRagnetie Interview Becised (ADL D ond
o Astivm Diaguontls Cluervulion Schedule (ADOSL Wo ampared the

revndenoe of ASD o aur asmphe o natiens] popalation. dots. We e
Inear cegroecian to detenmine if tic sevanty rould bo pradictad by ASD, und
logrietic ragrvestice te determine (f children with ASD) were more likely o o
treated for ties. RESULTS: 1301 childres were svalusted for L dissrdens
Imesn sge 103 svars! Mean tetal Ue s an e Yale Global Tw
Bevarity Scnle was 17100 2L0% roquined troatmest T s & chidens
haed been provinesdy dlaguased with ASD. 16 chidtron screensd pasitive fur
ASD om Un SHS aod SOGQ 15 were foemally evaduated using tee AL ang
ADOS. & of the 16 chibron e disgrostic cotarnia dar ASD. Asperger’s
disorder aubtype. The astimated proportan of the stude pegrulation with =
comortérd ASDY wae 03207 (MACT 00733, 0L5241 Thie i significarely
hi}g}nl than the metirrated propurtica of the gererdl pepadabnn wah ASD of
00130 (95% CL 0001001021 ip< 106 The dupeome of ASD 4 it
predat tic seviwity o o necd For treatment of tios CONCLUSEONS; Ths
study fowad & provakeom of comertid te deardee ped ASD o 1215 Te
roverity wed the zeed for tressrmant are noe sonocisted with an ARD dug-
noste. Chibine neferred for anseanmacnt of Go shuld be servend Sar ASD
En'm the high ruie of cemarbidity

lischonmrer Dt Foiagabien b roomtend prrwnal songermation b ativitin mith
Plasnr Iox aied Buire Prowmmentions se o spashes U Haiminr has sotbing e dnbase
D Mamheahe Minhpd] Das reahiing w0 deche

P0O7.094

Elucidating the Nature and Mechanism of Tic
Remission in Tourette Syndrome Using Magnetic
Resonance Imaging Dot Shprccker, Whitney Fitts, Noe
dita Agarual, Xianfeng SAL Andraw Presvor, Jeff Andermn, Solt
Lahe City, UT

OBJECTIVE: We st W guther prelimssary dstn abowt rate and sewn
snnging (uaturvs of sesission wrd grersiwtent 108 10 our peprulathen . BACK<

GROUNI Tourotte symdesor (TS w o movemnent disirdor charactersed
Ny ot of chevetie metor and ool tes In chll.«\‘ Whike hdrnl innid-

. Fubthrest

wals repors “vinunl af n§ m«@
soaahle by an expert cheerver are p-r-nlh | presant nz.-m.

METHODS: 10 males aped 1932 with previsus sccial or scudemic
ompasrment fram TS (prevarusly asseseed in Asccczatmn Gemties Cune
sartium rwearch) sed 0 seumibspenlly noemal comtmls wore cesoliod Sl
pocts ware off tic supprosesy drugs for Al lonsl 6 soonhs Strocturold
vlumetzic MRI, MR specirvacopy (MRE), resting state functnnal MNL s
SMAL squences wem obtalned weing & IT scannar ry-leSMEL mreelsoan
wos cnkoalated for &670 pairs of 116 rwpens from the AAL Srsn atlae
RESULTS: Mesen charge o Yale Global Tie Sevority Soulo (YGTSS was
SR Consd) and 2468 IYOTSS metur + vicoll, Onle twe subpocts o
Fevnntl remisaion, wilh deeps framn soan 45 (o 363 IYUFTSS totall asd 301
U5 YOTES sotar +woeal > The anterior Gagulate cortes (NCE T wie un
an MBS rogion of wherentand shoand wrcd rutin of N
to rreatine in nuh,u-u relatinw g cmu-h Ha MR shirand n;u}r.m-
| ranens (peO, 016 21mded 1o
Througheut the ln’uu regtoms Lhat wers chomer taguther (oo IUER aiul m
oarrulatod (r=0.51 almwed greated incroases o comelation for TE sabje
Cosmettinns bvtwwen speiiatorol candate aied putuston sere highae in
(P 0Q8, Taailed 1 iest) CONC BONS! Tie remission may o
osmmen than previnosly desoribad in individeals n-m-n "
DEMAV crisecia, Persistent TS mpy bo charactenced by increase
ranal density in ADC Prwviously publuhed deta shewisyg mt
connuctivity is cortex of TS adull mabes |Schlagpar ol &) ate rop
and now extcedod e inclute the steistum, Supprevted by Unice
Utah lhmdn‘v Degartment.
Dsctowure: Dy, e pothing 1a chachase Ly Fitts boes socking oo s
A'u-d nu—dnglnhdo- Dy Ske han rthiong i e e U Prament b

oed s D Arwbersons Fum endlong 1o dhbme

P07.095

Coexistence of Huntington's Disease and
Amyotrophic Lateral Sclerosis: Clinicopatt
Study Mo Tada, Nijato, Japar. Elizedeth A Com, !
MN, Alesander P. Osmand, Knoxwile, TV, Patricia A Ki
City. 1A, Waane Martin, Marguerinn Wieler, Edmonton
oda, Heanry Paodron, Anm Arboe, W1

We repart the clmicol and renmopathalgesl b

patients with heeh Homingtean's disessn (O woed moeyatrrphie ba
rosls IALS) BACKGROUNIX HD i an ssberted omunslegenerst
der covsend by a polyglutamine sxpanainn of duscase pesloine el
neurvdepararative Suurdm reeenily resugnized as o T ES s
‘I\ny waally d.n« in their dum.ul presentations, reflecting the
10 vach dimeane. (0
of HD concvmitant with apeondc ALS is very mre DESIGNME
We dosenbied climead featires of thrvw patssta with goticelly =
HD and spocndic ALS. We patholagunally coamiomd the Toms am
cord of arwe af the tarn: patients. We alan eanrmored Lhe hrain specion
o wugue suthod e detect sctive sgEradation Birmaton. RESULTS

putlents mumsifoniod voluntary mioveteests as o (0ital ssmpeam af |
u.m e, Ballawed by bulbar paley s uppor limh woakrness 35 & wym)
of ALS w1 tho iges of 5 aod 30, Tin mf" patant, whio wine grostu
dingnosed we Bavisg M1, Oeveiopod only the bothar type of ALS at the o
of 56 Inall of thn p-umh Mol vuvkm-- tnqmn— rupully an i s
canes of ALS. Ty 1 b i 1

AZSW NEAROLOGY ™ Marvh L 0L cfuppt






N Certificado: 110385

S —

La Secretaria de la
SOCIEDAD ESPANOLA DE NEUROLOGIA

Dra. Eva Lépez Valdés

CERTIFICA
gue el /la
Dr./Dra. Agliera Morales, Eduardo; Tasset Cuevas, Inmaculada; Sanchez Lopez,
Fernando; Sanchez Bolafios, Ricardo ; Sinchez Caballero, Francisco Manuel;
Tanez Fifana, Isaac
Ha presentado durante la

LXIII REUNION ANUAL SOCIEDAD ESPANOLA NEUROLOGIA

Barcelona, del 15 al 19 de Noviembre de 2011

El siguiente poster
Titulo: ESTRES OXIDATIVO GENERALIZADO EN PACIENTES CON

ENFERMEDAD DE HUNTINGTON: POSIBLE USO CLINICO COMO
BIOMARCADOR

Lo que firmo a peticion de los interesados y a los efectos oportunos, en Barcelona a

21 de Noviembre de 2011.
\
Lt

Eva Lopez Valdés
Secretaria de la Junta Directiva de la
Sociedad Espafiola de Neurclogia






Journal of

Medicinal
Chemistry

Important Role of Oxidative Stress Biomarkers in
Huntington’s Disease

lsaac Tiinez,"" Fernando Sinchez-Lopez," Eduardo Agum, Ricardo Fernindez-Bolanos,®
Francisco Manuel Sinchez,® and Inmaculada Tasset-Cuevas’

"Departamento de Bloquimica y Biologia Molecular, Facuktad de Medicina, Instituto Maimanides de Investigaciin Biomedica de
Cordoba (IMIBIC)/Universidad de Cédrdoba, Cordoba, Spain

"Servicio de Neurologla, IMIBIC/Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba, Cardoba, Spain

$Servicio de Neurologia, Hospital Universitario Nuestra Sedora de Valme, Sevilly, Spain

pubsacs.org/jme

ABSTRACT: This study examined global oxidative stress (GOS) and antioxidant system and their coerelation with disease stage in
19 patients with HD. The resulty revealed an increase in oxidative stress biomarkess and a reduction In antioxidant systems in HD
patients. The effects were more interse in HD1I than in HD2 patients. Additionally, carbonylated proteins and GOS were correlated

with disease stage. These findings suggest that oxidative stress plays an important role i the pathogenesis of HD.

B INTRODUCTION

Huntington's disease (HD) is an mal dominant geneti
disease characterized by mutant huntingtin protein deposits,>
Different studies have postulated that oxidative stress s involved
in the pathogenesis of HD.' ™ These studies have reported an
intense oxidative stress in HD patients compared to healthy
mb)ectx‘ 7 Oxidative stress is characterized by an imbalance

reactive P (ROS) and antioxidant systems.
lmauungjy, Chen et al® detected 4 correlation between lipid
in pl and degree of severity in

pmmum&ﬂbandpopmed&khmahraapo&und
marker for evaluating treatment efficacy. However, existing data
are not conclusive.

In view of the foregoing, the main aim of this study was to
show the existence of global oxdative stress and antioxidant
system deficiency In peripheral samples of patients with HD. All
these data were stratified by degree of severity to clarify the role
of oxidative stress in Huntington's disease and to evaluate their
possible use as blomarkers.

W RESULTS
T‘!dmto!;nplu&xuresofdz Mgmnpsmpmmed&n
Table L Table 2 the din

90% of healthy mbpcd: and the imetpramon of oxidative stress
markers based on normal cutoff points for our study population
of healthy subjects. The correlation between age and oxdative
stress biomarkers was also analyzed, but no significant differences
were observed (data not shown), In view of these findings, the
influence of age on levels of oxidative damage in this clinical study
may be excluded.

Changes in Oxidative Stress Biomarkers in HD Patients
versus Controls. The results showed that HD patients presented
intense oxidative stress dlamvmed by the following:

(1) In erythrocytes, changes were characterized by sig-
nificant increases in protein and lipid peroxidation (P <
0001 and P < 0,01, respectively) (Table 3B),

(2) GSH redox balance, (1) In plasma, HD patients exhibited
decreases in reduced glutathione (GSH) content (P< 0.001)
(Table 3A), increases in oxidized glutathione (GSSG)
content (P < 0.05) (Table 34), and decreases in GSH/
GSSG ratio (P < 0.05) (Table 34), (i} In erythrocytes,
significant decreases were observed in GSH content
(P < 0.001) (Table 38). No significant changes were
observed in GSSG and GSH/GSSG ratio (Table 3B).

(3) Antioxidant systems. (i) In plasma, levels of total anti.
omdant capacity and antioxidant gap were signibcantly
lower in HD patients compared to those in the control
group (P < 001 and P < 008, respectively) (Table 3A).
Moreover, the global oxidative stress marker revealed
mild oxidative stress (Figure 2). (8) In erythrocytes en-
zymes showed significant changes chamacterized by de-
creases In superoxide dismutase (SOD) (P < 0.08)
(Table 3B) and Increases in glutathbone peroxidase (GPx)
(P <0.001) (Table 3B),

Changes in Oxidative Stress Biomarkers in Moderate
Severity (HD1) or Mild Severity (HD2) versus Controls.
Different changes were observed when HD patients were divided
acconding to of severity into HD1 (UHDRS > 70) and HD2
{UHDRS <70} and compared with the control group, Thus, when
patients in the HD2 group were compared with controls, significant
increases were observed in levels of 8-hydroxy 2-deoxyguonasine
{8-0hdG) in plasma (P < 0.05) and arbonylated proteins =
enythrocytes (P < 0.05) (Table 3). In contrast, total antioxidant
capacity (P < 005) (Table 3A) and GSH content decreased i
phsma and erythrocytes, respectively (P < Q0S) (Table 3B).

Patients in the HD1 group presented significant increases in
8-OHAG levels in plasma (P < 0.01) compared to controls

(1) Oxidative damage, (i) In plasma, HD patients displayed
important increases in carbonylated proteins (P < 0.001)
{Table 3A) and DNA oxidation (P < 0.01) (Table 3A).
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BRIEF ARTICLE
Table 1. Subject Claracteristic and Clinical Ratings of the Huntington's Disease Patients and the Controls®

pammeter controls {a = 15) HI» (= 15) HIM (== 11) HIM: (= 7)
gender {mabe/female) ET T 9/10 &7 43
age|yeass) 2658 -4 W—54 M—-63
et {em) 15294 7.4 1589 £ 89 1781 & a4 1573435
wﬂ‘:r{l:gj TS 909 TS L BE Tas L B [SEEX N
ageat spmptom onse | pears) 50 122 A4k 118 400112
dsease daration (years) 1 481 A0 A2 15489
expanded CAG repeat no 465 L 48 LRk 484439
ocose {lng,."dLJ 989 4 175 910 204 SR04 285 05470
cholesteral {lng."dLJ R B 191 £ 457 19284 522 1887 4 415
trighpenides {u'g,."dLJ 1097 320 TED £ 2175 e S i nrideng
HDL {lng,."dLJ 57 4 145 4587 & 128 4804 157 49778
LDL{u'g."dLJ 1465 4 300 1264 4 398 129.6 4 41.% 12154 423

? Vahyes are expresed as the mean £ 51 (range, minimum —maximum).

Table 2

{ A) Crasdati Savess Boomnasioers bn Contral Sabjects O ined bn 0% of Oar Pop alation o f Healthy Sabjects and Infespeetation of Cidatie Stwmss Madoers Based on
Newmal Catoff Points Accosding to Oar Stadied Popalation of Healthy Sabjecs”

oxdative statas S0D/GPr  total astbosdant cagackty (mM)  antiorsdant gap (umol/L)  carbonylated proten (oM)  £.0H3G {ngfml)
wighoot oedatiee stress =341 =047 = 101184 =059 =EE10
omidave stress with AEDN =341 =047 = 101184 =059 =A810
omidamve stress with ARND =341 =047 = 101184 =059 =A810
omidave stress with ASGD =341 =047 = 101184 =059 =A810
(B} of Ciridative Stress Markens in cor HD Pasients® HD1 (= 12), HD2 { = 7] {34)
groap SODVGPT votal antsoxidant capaciey {mM) antsoedant gap { ol /L) carbanylated protetn { M) £.0HAG {ng/ml)
HIN {HD + HINL) =341 =0E7 =101184 =0.549 =6810
HD =341 =0E7 =101184 =0.549 =E810
HIn =341 =0E7 =101184 =0.549 =6810

? 50D/ GPx was anabywed inerythrogrtes and therest of param etem in plsma. AEDN, antioxidant enzymatic deficiency; AE XD, antioxidant edtracel nlar

deficienay; ASGD, antioxidant system slnlulﬂeﬁdﬂbcp..Tltl:ﬂah

the hypothesis ofa reduction of AEXID in total HID patients and HIM

patients, whereas the HD2 groag shows an impaortant drop in PACY and GAP withowt increases in PC and 8-0HAG markers, indicating the presence of

imbalance in oxidant /antioxidant equilibrium.

(Table 3A). Significant decrexses were also observed in total
antioxidant capacity (P < 0U05) (Table 3A) Protein carbonyls
and lipid peroddes in erythrocptes presented significant increases
(P = 0,001 and P < 005, respectively), whereas GSH levels and
the GEH/GESG ratio displyed significant decresses (P = 005
and P < QUD5, respectively) { Table 3B ).

Changes in Oxidative Stress Biomarkers in HD1 wersus
HDZ. When HD2 and HD1 patients are compared, the differ-
ences described sbove were also observed for an increase in
cufdative stress charactertred by increases in protein carbomyl
comtent (P« 001) (Table 3 ). Along the same lines, positive and
statistically slgnificant correlations were only observed between
carbonylated proteins and the study groups (control, HD2 and
HD1; r= 0487 in plhsmaandr = 0619 in erythrocytes, P < 001
Figure 1) Global oxidative stress alo incressed with disease
intensity (contrals, 033; HD2, 1.75% HD1, 303), revealing a
significant and positive comelation (r=0.851; P = 0.01; Figure 2).

W DISCUSSION

This study describes the existence of perpheral oxidative
stress in HD patients. The findings also showed that molecular

oxidative damage was greater in HD patients, coindding with
more severe pathology. These results coincide with thase published
iy sclentific Bterature describing the presence of oxddative stress
in HD patients™ and in subjects with other newrsdegenerative
processes such 2 Abheimers disesse, Parkinson's disease, or
multiple sclerosia ™ In our study, cxidstive stress in HD patients
was daracterized by lipid, protein, and DNA dunage; protein
carbonylation was more interse in HD1 than in HD2 patients,
while no significant differences were abserved for the ather two
markers in HD'1 or HD2 patients. These results coindde in part
with the findings of other research groups reporting greater
oxidative stress in the central pervows system and in plasma in
HD patients compared to healthy subjects, 2 well a8 between
one another depending on process severity ™™ In line with
Klepac etal * Duran etal™ dotected higher lipid sxidation levels
i symptomsatic HD patients than in ssymptomatic HD patients,
scoompanied by increases in levels of lactate (used as a mito-
chondrial dysfunction marker).

The increxes in the oxdation Momarkerss amalyred were
sccompanied by alterations in antoxidant systema Although
the results obtained in this shedy for gotathdone balance coincded
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Table 3
(A) Lewels of Oxidative Stress Blomarkens in Plama of Patens with Huntingion's Disrase and Control Sabjects { ControlJ*
plasia
binsarkes contral (n = 19) HD (a=19) HDI (n = 12) HD2 (nw7)
carbonylated proteis (aM) 0.36 + 014 0571 % 024" 06 + 025 49 £ 022
S OHAG (mg/ml) 4551 £ 1193 6955 4 3223 7154 240 6870 & 2697
PAO (mM) 147 £ 020 O.K3 £ 008 081 & 0,088 K2+ 008
GAP (mM) 12837 4 3745 10175 + 20097 W62+ 2161 1051.4 4 1924
GSH (uM) 019 = 484 2465+ 744 2403 = 847 2468 = $27
GSSG {uM) 995 + 59 1306 + 2114 1373 9.1 1159 £ 506
ot LIS L6582 JT254 740 R el S5 3K 5 LSl E SR NY )
atio 208 4 175 173 & 097t 1554 L4 210 4083
{B) Levels of Omdatave Stress Biomarkers in Exythrocytes of Patients with Huntmgton's Desease and Control Subpects (Control)*
erythrucytes
bioenarker control HD HDI HD2
carbonylated proteim (nM/g Hb) (146 % 004 a6+ a1 (75 % 045 0.57 015
LPO (uM/g Hb) 1168 4371 15.75 4 543 1607 4 5% 14524 310
GSH (#M/g Hb) 1415 = 306 1228 £ (457 1262 % 1226 11472 £ 188
GSSG (}IMI; Hb) 4247 2293 4495 £ 1529 46109 £ 1627 4058 + 1574
GT 1841 4 283 16782 4 182 17245+ 173 185,36 + 162
ratio 109 £ 162 LT3 L04 271 % 104 282 £ 128
SO0 ({U/md)/g Hb) 234 4 018 1ee 4’ 129 4 074 LH6 4 07
GPx {(U/mL)/g Hb) 02001 060+ 034 16 % 001 0.5+ 0017

* Expresses as the mean = SD. " # < 0.001 vy control. ‘P < 001 v control. * # < 0.05 w contrel, ' P < 0.01 vs HDL/P < 005 v HD1.

oo 8

o

o @ @ oo

Coenrl _= 2

GRADE OF SEVIRITY

Figure 1. Corrdation between bevels of carbonylted proteins in erythro-
cytes and divease stage m patients with HD (HD1 and HD2) and healthy
subject (controls). HD 1 score & UHDRS > 70, HD2 score is UHDRS <70,
r=Q0619; P <ODL

Oxidative stress degree
3s 1 e
3 . ""I’_'
23 f
s
2 5
15
1
031 .
04— = =
Comecl =D ot =02

Figure 2. Oxidative stress degree m patients with different stage of
disease, shy and positive correlation (v « (L851; P <
0.01). Bar indicates £SD, HD1 score is UHDRS > 70. HD2 scoee s
UHDRS < 70, 000, ' < 0001 v control. +=+, P < 005 vs HDL

lmm regoned decreases in SOD and GPx antioxdant enzyme

" while others have observed increases. ™' ™' This
may be at least partly due to (1) the different degrees of severity
displayed by the patients studied, (i} oxidative damage mtensity,
(i) the medium analyzed and methodalogy used, (iv) the
quantification ymtocoll used, and/or (v) tht sample handling
techmqus employed.

in oxidative stress biomarkers are normally analyzed
and evaluated on an isolated and static basis, and the existence of

with those reported elsewhere,* contradictory and controversial
results were obtained for antioxidant enzyme activity; some suthors

idative stress is interpreted as an increase in oxidative damage
indicatoes and/or a decrease In antioxdant systems. This study

therefore aimed to examine and dynamically andyu ¥nenl
oxidative balance, evaluating ovenall oxdative status.'
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ratio between SOD/GPx'” enzymes in HD patients decreased in
line with normal levels, Such decreases were observed In HDI
and HD2 patients; no statistically - significant changes were
observed between both groups. These results would Initially
suggest that antioxidant enzyme system capacity remaimed intact
in the patients studied, probably indicating that these systems
were functioning properly despite the presence of oxidative stress,

The study of changes in antioxidant gap revealed a decrease in
this marker in HD patients with respect to the controls. This
supported the hypothesis that residual plasmatic antioxidant
capacity had decreased significantly. These findings reveal two
possible scenarios: (i) a deficiency in molecules such as rhi
acid, @-tocopherol, and other minotity elements and (i) the
importance of these molecules with antioxidant capacity in oxidative
stress development and intensity in HD patients, These results
coincide with those reported by Beristain-Pérez ot al'” in pro-
cesses such as diabetes mellitus, high blood pressure, and ostecar-
thritis, characterized by decreases in antioxsdant gap and their
important role in triggered oxidative symptoms and in the evolution
of the dlinical process, indirectly confirming the results described
here and the aforementioned hypothesis.

On the basts of these results, global oxidative stress was
evaluated in the patmm died using the ¢ ct established
by Beristain-Pérez et al'™ This constrict showed that HD patients
presented higher scores than the controls, suggesting the pre-
setweofglobaloﬂdmsresmthe«pmu Global axidative
stress levels were also higher in HDI1 than in HDZ patients,
assoclated with the intensity of dinical symptoms,”

HD patients displayed alterations in antioxidant gap, total
antioxidant capacity, carbonylated proteins, and oxidized
DNA, suggesting increased production of intracellular ROS,
causing ROS to increase and accumulate, These radicals would
have an oxidative effect at the intra- and extracellular levels. At
the intracellular level, they would trigger DNA, Intracellular
protein, and membeane lipid oxidation. Their diffusion into
the extracellular medium would induce extracellular protein
and lipid oxidation, generally resulting in increased levels of lipid
peroxidation producty, 8- OHJG and carbonylated peoteins, ac-
companied by a relevant and significant decrease in the antiox-
idant gap, Le,, In minority plasmatic antioxidants (vitamin C, a-
tocopherol, ete.). All these phenomena coincide with the correct
functioning of the primary axis of antioxidant enzyme systems
(evaluated as SOD/GPx) and the maintenance of total antiox-
idant capacity. All these results would support the hypothetical
decrease in exogenous antioxidant capacity. It may also be
postulated that this phenomenon is progressive because the
}mzmu&aplaydmﬁmntmdmmmwnl antioxddant
capacity and antioxidant gap, w carbonylated proteins and
8-OHdG levels did not exceed normal cutoff points. Never-
theless, HDI patients displayed increases in carbonylated pro-
teins and 8-OHdG, accompanied by decreases i total
antioxidant capacity and antioxidant gap.

Finally, a close correlation was observed between carbonylated
proteins and disease severity and between disease severity and
global axidative stress, These correlations, together with the statis-
tically significant changes in the other oxidative stress variables
analyred (GSH, malondialdehyde (MDA), etc.), would indicate
that carbonylated proteins and global oxidative stress are the two
variables most sensitive to oxidative changes associated with the
evolution of HD. These findings could support their clinical use
as markers to monitor the evolution of the disease,

B CONCLUSIONS

It may be concluded that (i) HD patients presented 2 gobal
oxidation status, (i) global oxidative stress was more intense in
HD1 than in HD2 patients, (i) HD patients exhibited decreases
in nonenzymatic extracellular antioxsdant systems, and (iv) carbo-
nylated proteins and global oxidative stress may be two useful
biochemical oxidative stress markers for moaitoring the evolu-
tion of HD p Nevertheless, further his necessary in
this area to clarify and resolve all doubts regarding the relevance
and diagnostic ~ dinical use of individual and combined (constructs
of antioxdant gap and global oxidative stress) oxidative stress bio-
markers in HD.

B MATERIALS AND METHODS

Patients. The study was conducted with 19 patients from the
Departments of Neurology # Reina Sofa University Hospital in Cordoba
(13) and Valme Hospital in Seville (6). Their diagnoses were confirmed
genctically by the Department of Genetics at both hospitals. The
patients were drvided mto two groups bused on discase severity rated
according to the Unified 's Discase Rating Scade (UHDRS)™
(i) HD1 (UHDRS > 70); (ii) D2 (UHDRS < 70}. Nincteen healthy
subjects (controks at age 42.23 & 924; 8 men/11 women) were recruited,
matched according to age and sex. Inclusion and exclusion critena were
fulfilled by 19 patients (sgel.\!,o £ 10.62; 9men/10 women ). Inclusion
criterla were the following: | d t; CAG trinuckotid:
eNM(&S-AWNFJB).J’? , 2464 yeats; > 25 score in manl mental
state examination (MMSE);™ age at symptom onset, 3142 = 1151
years; disease duration, 11,18 £ 8,10 years; total cholesterol concentra-
tion, 191.0 £ 457 mg/dl; trighycende concentration, 78.0 £ 27.5 mg/dl;
HDL concentration, 48,7 & 12,6 mg/dL; LDL concentration, 1264 &
39.8mg/dL. Exclusion criteeia were the following: chroaic inflammat ory
isease, infectious iliness 3 dayy before beginning the study, dubetes

mellitus, chroni l!m“ ia, vitamin or antioxidant supple-

ment intake, smoking, d g (alcobol and exciting).
E ion was perf 4 bet Mmmdlommnhod
ples were obtained from the betal vem and ¢ d in tabes

wnmms 1 mg/ml. E)’I'Ah,nmdcmguhm.aﬁu 12 h of fasting.
VPl Was S d from red cells by centrifugation
AZSWIpmn4°C for 15 min md&wfm‘m“fmmmm-
and stored at —85 “C for later stady.
Biochemical Parameters. The
In plasma ardl erythrocytes was evalwted using the method dualhcdby
Levine et al™ Lipid peroxidation peoducts (MDA + 4-HDA) were
estimated in erythrocytes using the method descnbed by Hdemmaer
et al*' Oxidative DNA addna SOHJG (8-OHdG Check-437-01222)
and total antioxkdant capacity (PAO, KPA-030) were assayed in plasma
using kits purchased from JaICA (Japanese Institute for the Control of
Aging, Fukuroi City, Shizwoka, Japan), Total gutathione (GSSG +
GSH) and GSH levels i plasma and erythrocytes were evaluated using
the Bioxytech GSH-420 and GSH-400 kits, respectively (Oxis Interna-
tional, Portland, OR, U.S.). GSSG levels were calculated by subtracting
GSH from total glutsthione, and the GSH/GSSG ratio was determined.
Antioxidant enzyme activity was messuned in red blood cells: GPx
activity was evaluated by the Flohé and Gunader method (1984), and
SOD activity was evaluated using a colorimetric assay kit purchased from
BioVision (Moantain View, CA, US.). The SOD /GPx ratio was caboulated
-themmcbnmmingdthemmnfanymmn&mt
systems. This mtio ndi yme system efficlency, and
Its evaluation is more (mp than absaly Y activity,
The antioxdant gap was cakulated using the folowing equation: gap «
total antioxidant capacity ~ ([albamin x TEAC] « [urc ackd x
TEAC]). This indicator consists of evaluating the antioxidant activity

of carbonylated
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(4) Klepac, N; Relia, M.; Klepac, B Hecimovic, S Babic, Ty
lell"lv Ondmnmmrmulinpl-uuflhmmns

mphun.d thic acid, o ,‘ ol, biliruben, transferrin, and other
exchading ol uslc ackl, wnd
equlmt.SmdkbRndnptx«al"‘ d an integral
oh lhr l’ '3 1 Ih.‘ll A el ‘&l’ﬂﬂ i 4

stress aned antioxidant system p SOD/(.I‘:mlq,Mllmu-

dant capacity, dant gap, and two oxid b
(bpid peraxidation products and 8-OHJG), Tbnuudu@nvuucd

mthbstndy. alxbon;hlqid xid products were sub
with ¢ these are more sensitive oxidative
mumulnm.ﬂnudmmay, lsce four possitsh fos: (1) no
: ﬁmn-(r) i | deficiency (AEDN), (111) ants-

y (AEXD), and (iv) antioxdant system
gobul deficiency (ASGD) (Table 2).
The modified described by B Perex et al'" was
uwsed to caloate global oxidative stress. This construct mcorporated
soven v (1) two ol damage markers (bpid and DNA
dation in plasma) (p m plasma was esed instead of
Ypid}; (W) thiee enzymank dant Bomarkess in erythroaytes (SOD,
GP, and SOD/GPx rtsa); (16} two yrmats i k
nphsm(totd soxidant capacity and antioxidant gap ). A valwe O or |
wis assigied to each p Repending an whether it was nonmal or

not nommal, respectively. Nomality was defined as the value including

tic Hunt s disease gene camiens and
healthy subjects. ), Newrsl 2007, 254, 16761683,
(5} Sorolls M A; Reverter-Branchat, G.; Taumarit, 1; Ferver, L; Rox, J;
CMLEPMMMM&MnImmh&:nmﬂn
di Free Radical Biol, Med 2008, 45, 667-674.
(6) Smy,N;Muhy,(v M.; Forrest, C. M.; Cheistofides, 1; Egerton,

M;&mz. W. Darlington, L G. Tryptophan metabolism and
idaty m;m with Hi ‘s disease, [, Newrodhem
:oosoxou—m

(7) Boli, M. C; Akanx Zubeldia M,; Montes, S.; Rios, C. Free
copper, ferromidise and SOD1 sctivities, lipid peroxidation and NOx
content in the CSF. A different marker profile in four neurodegenentive
diseases. Newrochou, Res. 2008, 33, 1717-172%

(8) Chen, C. M, Wu, Y. R; Cheng, M. L; Lig, | L; Lee, Y. M,; Lee,
P. W, Soong, B W,; Chi, D, T, Increased oxidative damage and
mitochondrial abneemalities in the peripbenl blood of Hunts s
disease patients. Biochem, hnyﬁan Commsen. 2007, 359, 335-340,

(9) Kumar, P; Kalonia, H.; Komar, A. Heatigton's disease: patho-

to ansmal models, Phammacal. Rep. 2010, 62, 1-14,

(10) Duran, R; Barrero, F, 1; Morales, B, Luna, J, D; Ramirez, M

Vives, F. Oxidative stress and plasma aminopeptidase activity in

0% of controls for each variable. Thus, the score was established
addiag all tten, with a masimum of 7 points and a misimum of 0 points:
no axlative stress, < | point; mild oxidative stress, < 3 polnts; moderate
oxidative stress, <4 points; severe oxidative stress, <6 pomts.
Statistical Analysis. Statistical evaluation was carried out using the
SPSS17.0 statistical software package (SPSS Iberica, Madsid, Spain ) for

Windows. The Shapuo—Wilk test did not show significant departures
from noemality in the ditrbution of varksnor values Statistical significance

was d using the y analysis of { ay ANOVA),
cted with the Bonferroni test, Pearson’s correlation analysis was

wed to evaluate the 1 I riables, P < (105 was con-

sidered significant. Data are presented as the mean - SD. Normal values

were determined with the base of 90% of healthy subjects.
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ARTICLE INFO ABRSTRACT
Artiche hiory: Introduecrion: Hunti 's i (HD) is 3 neurodep ive genetic disorder caused by exp of paly-
Recetved 5 Sepeember 2011 uhn.nmelrpaummhmnnpmpmmddmmdbymebsdsmmmdcmiulmml’mn

Received in revised form 20 December 2001
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studies to date have focussed on periphersal nearotrophic-factor fevels in patients with HD,

Obfective: To measwre plasma NGF levels in Huntington's discase and investigate their conelation with
disease intensity.

Materiols and methods: Nineteen patients with HD and nineteen age- and sex-matched healthy subjacts ok
part in this cros-sectonal stady. Plasma levels of NGF, BONF, CDNF, nitrotyrosine, and myeloperoxidase
(MPO) were measured; lactate dehydrogenase (LDH) levels were determuned and white blood cell (WEC)
BONY counts were evaluated,

Reywordy:
Huntington's desease
NGH

Loy Resalts: NGF bevels were significantly fower. nitrotyrosine levels were higher and LDH activity was greater in
Newrodegeneration HD patients than in bealthy subjects. There was no sigrificant difference in MPO levels or WBC counts,
Aaul gangla whereas e MPO/WBC ratio was considerably higher in HD patients. The data obtained suggested that
biochemical and hacmatologicai changes coerelated with disease severity.
Condusion: NGF levels are lower in HD patients than in healthy subjects However, further research is
reguired to confirm the role of NGF in HD,
© 2012 Elsovier BY. All rights reserved.
1. Introduction However, as yet there appear to be no published data on peripher-

al nerve growth factor (NGF) levels in HD patients. The present study
sought 1o test the hypothesis that plasma NGF levels are altered in
symptomatic HD patients, and that the extent of alteration reflects
disease intensity.

Newronal degeneration and cell death, in both humans and other
mammats, take place during development of the nervous system,
during ageing and in the course of neuropathokbgical disorders,
Changes in the synthesis and release of neurotrophic factors have
been observed in all these cvents. Neurotrophic factors are

endogenous soluble peptides involved in the long-term regulation 2. Methods
of neuronal survival and differentiation, as well as in the stimulation
and control of neuronal plasticity and newrogenesis {1]. 2.1. Patients

Refatively little research has addressed peripheral neurotrophac-
factor levels in patients with HD, the most widely-studied neurotrophin
being brain-derived neurotrophic factor (BDNF) A number of studies

Nineteen patients from the Neurology Departments at the Reina
Sofia University Hospital in Cordoba (13} and the Valme Hospital in

have highlighted a reduction in BDNF levels in brain tissue and plasma
both in animal models and in samples from humans with HD |23}
Research has also shown that peripheral neurotrophic-factor levels
are a reliable indicator of levels in the brain [4-6].
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Seville {6) took part in this study. The diagnosis of HD was confirmed
genetically by the Genetics Departments at the two hospitals. Patients
were divided into two groups on the basis of disease severity, using
the Unified Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS) [7]: 1) Group
HD1 (UHDRS score >70); and §) Group HD2 (UHDRS score <70).
19 Nineteen healthy age- and sex-matched subjects were recruited
as controls. Inclusion criteria: informed consent, CAG trinudleotide
expansion > 35 repeats, age 18-70, score =25 in mini mental state
examination (MMSE) [8), Exclusion criteria: chronic inflammatory
disease, infectious (liness three days before beginning the study,
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diabetes mellitus, chronic beart disease, anaenia and vitamin or anti-
oxidant supplement intake,

22. Blood somples

Blood samples were collected from all patients between 8 and
11 anm in tubes containing 1 mg/ml EDTA-K3 as anticoagulant, after
12 h fasting. Immediately afterwards, plasma was separated from
red cells by centrifuging at 2500 rpm, 4 °C, 15 min.

2.3, Bochemical parameters

Plasma NGF, BONF and GDNF levels were measured using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kot (NGF, BONF and
CONF Emax Immunoassay System, Promega, Madison, W1, Lactate
dehydrogenase levels were determined using a kit purchased from
Linear Chemicals S L. (Montgat, Barcelona, Spain ). Flasma myeloper-
oxidase (MPO) and nitrotyrosine levels were assayed using reagents
purchased from Oxis International {Portland, OR, USA), and the
number of white blood cells was quantified.

24, Staristicnl analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS17.0% statisti-
cal software package (SPSS Berica, Madrid, Spain) for Windows.
The Shapiro-Wilk test showed no significant departure from
noemality in the dstribution of varance values, indicating normal
data diseribution. Statistical significance was measured by ane-way
analysis of variance {one-way ANOVA ), corrected with the Bonferroni
test to compare the results among 3 groups (HD1, HD2 and controls).
Pearson’s correlation analysis was used to evaluate correlations
between variabiles, Data are expressed as means + SD,

3. Results

Patient clinical and demographic characteristics are shown in
Table 1. Patients with HD displayed a significant decrease in BDNF,
CONF (Table 2} and NGF levels (5040 £ 3147 HD v 11739+ 6234
controf; P<0.001; Fig 1). They also exhibited a significant increase
in plasma LDH activity {Table 2). No significamt differences were
found for MPO levels (2934203 HD vs. 299 +2.33 control) or
WEC counts (7,10 245 HD v, 7,55 4 1,13 contral ),

Moreover, MPO/WBC ratios were higher in HD patients (043 +
(.27 HD vs. 0.23 £ 0.1 control; P<0.05), as were nitrotyrosine levels
(219 £ 071 HD vs. 1.40 4 0.20 control; P<0.01; Table 2)

When patients were divided on the basis of HD severity (HD1 vs.
HD2), the two groups displayed the same significant differences
with respect to controls for neurotrophic factar levels and LDH
activity (R 1 and Table 2). While there was no significant difference
in MPO levels or WBC counts, the MPO/WEC ratio was significantly
higher in HD1 than in controls (047 4 027 HD1 vs 0232011 con-
trol; P<005), whereas no significant differences were found between

Tabde 1

Subject characteristic and chvcal ratings of the Muntington's disexe (HD) patients and
the control, Values arv expreised o messs < SD [range] munssum-madmum) HD
[¥ED1, HD2); HD1 score UHDRS =70 asd HD2 score UHDRS <70,

Paramesens Contros HD1 HDZ
(=)0} w12} (n=T7)
Cender | maleTemale) L5 ' 43
Fapwded CAG repoat No Wi=2) 419
Age (years) 26-38 30-64 2403
Heiglta (am) 162074 1731464 1573435
Weignt (kg) TEG2319 TS5+ 86 646541
Age at symptom onses (vears) Jl4L101S QD112
Diease daration (years) SD+32 119+88

Tabsle 2

Levels of RONF, CONF, LDH, MPOWEC andd mtrotyrosne (NT) in plasma of patients
with Huntrgon's disease (HD) and control subjecm {controf). Represent means |
SO HD (0. HOZ ), HD1 score LHDRS = 70 and M2 scoce LRIODRS - 70,

Corerob HO1 HD2
(0= 18) (m=12) {n=7)
BONF (ogeed) 2471025407 2381612 48454" 254755274287
GONF (ngiml)  S4424 .0 0686 42838 4 12648"° 48498 + 18073
LD Ul ) a3 3 A3 0038 Palcs ™
M WBC 023 £ QI8 0474010 062027
(g W)
NT (nmal ) 1Al + 020 238054 1812079

* P<0.00 v congrol
** P<001 vs control.
T PA0.05 v comtrol
0t Po00S vs DL

HD2 and controls; the same was true of nitrotyrosine concentrations
{2394 075 HD1 vs 1.40 £ 0.20 controk; P<001) (Table 2).

Comparison of results for HD1 vs. HD2 revealed a significant in-
crease in NGF levels in HD1 with respect to HD2 (60,88 + 32,72 HD1
Ve 2942+ 1489 HD2, P-0.01, and r: 0522; P<0032) (Fig. 1),
while levels of BONF and CNF tended to be lower in HD1. No signifi-
cant imter-group differences were found for LDH activity, MPO
concentrations (3.07 & 1.99 HD1 vs, 2.54 + 239 HD2) or nitrotyrosine
levels {2,392075 HD1 vs, 18.£054 HD2), but WBC counts were
lower and the MPO/WBC ratio higher in HDI (632+ 198 HD1 vs,
868+ 270 HD2, P<0.05 and 047 £ 027 HDI vs 0.16+0.10 HDZ,
P<0.05, respectively) (Table 2).

4. Discussion

To the authees' knowledge, this was the first attempt o simulra-
neowsly evaluate plasma NGF, BDNF, GDNF, LDH, MPO and nitrotyro-
sine levels in patients with HD. Results suggest that: i) NGF, BONF and
GDNF levels are lower in patients with HD than in healthy controls;
and 1) LDH activity, nitrotyrosine fevels and the MPOYWEC ratio are
all greater in patients with HD.

Although patients with HD displayed lower NGF levels than healtty
subjects, a finding also reported by Lorigados et al. [9). NGF levels in-
creasex] with discase severity, a fact that requires closer analysis, NGF
is produced and released by cells in cholinergic-innervations target
areas [10], supporting the view that the cholinergic-innervation
response may trigger an increase in NGF levels.

The results obtained here for BONF and GONF are similar to those
reported in other published studies using vanous animal models and
in human patients with HD [11] as well as in other brain disorders
(1213}

Taken in conjunction, these data Indicate a marked, statistcally-
sgnificant reduction in circulating neurotrophic factor levels in HD

NGF lovols

§:: B &
W

Ag. 1. Levek of NCF in plasma of patients with Hunongon's disease aod conmrol sab-
Jects (comtrod | Ber represent means = S0 D (MO, HDZ). HD1 score UHDRS > 70
and HOZ score UHORS <20 ***p<0.001 vecontrol, *P<0.01 v D1 0522, P<0002
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patients: the extent of that reduction - which becomes more marked
as the disease progresses - may serve as an indicator of disease sever-
ity. The dechine in peurotrophec factor levels woukl appear to be
linked to the neuromal loss characteristic of HD. Similar conclusions
have been reached by other authors, in HD, Sydenham’s chorea and
other neurodegenerative diseases (eg Parkinson's dieease and
MSA), in which basal ganglia are usually affected |13-15). Morcover,
the changes observed here in peripheral neurotrophic-factor levels
were similar to those reported (n the nervous system in experimental
studies and following autopsy (6],

A secondary aim of this study was 1o examine changes indicative
of nitrosative stress. Oxidative/nitrative stress & known to play a cre-
clal role in the mechanisms underlying aggression and neurconal
death in a range of neuropsychiatric-degenerative disorders [16,17],
Including HD |18,19] Here, an Increase was observed In levels of
both nitrotyrosine (a marker for oxidative/nitrosative damage) and
MPO (and hence, WBC counts), together with enhanced plasma LDH
actwvity (a marker for cell damage and necrosis),

High nitratyrosine levels have been reported by a number of au-
thors, both i experimental studies of HD |20L. and in carlier research
demonstrating intense cell damage characterised by Increased pe-
ripheral and brain LDH activity [21). These studies also noted consid-
erable axidative damage that might be responstble, at least in part, for
increased LDH activity, Research suggests that the administration of
annoxidant molecules bocks, reverses and prevents deterioration
and molecular changes in both chemacally-induced and transgenic
animal models [22.23] Studies using experimental HD models have
shown that treatment with NCF lowers ni e levebs, indi
ing that NGF exerts a neuroprotective effect on striatum neurons
[24.25} Additionally. Cao et al. have highlighted the therapeutic po-
tential of nerve growth factor, noting that NGF administration causes
a reduction in oxidative damage and enhances the capacity for cell
proliferation and ROS scavenging [26]. Recent findings by the present
authors have underlined the major role of peripheral oxidative stress
in HD patients, drawing attention to its participation in nerve tissue
damage: indeed, oxidative stress appears o be 3 key factor in the
pathogenesis of the disease. and has been identified as a new thera-
peutc target and a diagnostic biomarkes for disease evaluation.

As indicated earlier, there is a strong link between oxidative stress,
the activity of the mnmune system - particularly phagocyte burst -
and production of MPQ, & pro-oxidant enzyme present in polymor-
phonuclear WBCs, which is able to generate reactive species that
damage lipids and proteins; MPO has been linked to neurodegenera-
tive processes | 27] and other kinds of autotmmune-inflammatory dis-
order including ankylasing spondylitis and rheumatoid artheitis [28).

The marked inflammatory response found in HD [27] is charac-
terised by oxidative stress, intense phagocyte activity 26,30 and an
increase in MPO levels. Given the links between these three compo-
nents, MPO levels and the ratio of MPO to droulating WBCs were
measured here, At the same tme, and since increased MPO has
been assocated with increxsed nitrotyrosine levels, the latter were
also measured with a view to establishing a chain of events that
might clarify the mechanism underlying both nearonal death and
the drop in neurotrophic factor kevels. The results obtained agreed
with the findings of earlier studies showing that an increase in the
MPO/WBC ratio was assoclated with an increase (n oxidative damage
marked by elevated nitrotyrosine levels, This would support the hy-
pothesis that oxidative damage is responsible - at least in part - for
neyronal death, prompting a drop in the neuron popudation; this
may the cause of reduced production and release of neurotrophic fac-
tors in patents with HD.

The putative link between changes in the MPO/WBC ratio, changes
in nitrotyrosine Jevels and reduced production of neurotrophic fac-
tars is indirectly strengthened by reports that the administration of
certain neurotrophic factors promipts an improvement in several neu-
rodegenerative disordess: Zhang et al. (2010), using an experimental

calitts model, found that administration of GONF inhibited MPO activ-
ity and improved symptoms [31].

In conclusion. the present findings indicate that: |) patients with
HD display lower plasma NGF levels and higher Jevels of nitrosative
stress in blood than healthy controls; if ) NGF levels correlate positive-
Iy wath HD severity; and iii) plasma BONF and GONF levels are lower
in HD patients. These data support the view that both neurotrophic
factors and nitrosative/oxidative stress play a major role in the
pathogenests of HD. However, further research is required to confirm
the role played by NGF in HD and to explore in greater depth the link
between nifrosative oxidative stress and nflammarion.
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Qxidative stress and inflammation biomarkers
in the blood of patients with Huntington’s
disease
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Objectives: Hunlington's disease (HD) is a neurcdegenerative discrder for which there is no effactive
trealment. Oxidative stress and inflammation are known 1o be involved in HD, but the precisa relationship
between the two remains unclear. The aim of this study was to analyze oxidative stress and inflammation
biomarkers in blood of patients with HD with a view to identifying potential links between them.

Methods: Biood samples were collected from 13 patients with HD and from 10 age- and sex-matched
contrals, and the following were measwed: C-reactive proteins, myeloperoxidase (MPO)white blood cell
(WBC) ratio, interleukin-6 (IL-6), thioredoxin reductase-1 (TrRd-1), thioredoxin-1 (Trx-1), total nitrites (NOx),
nitric oxide synthase (NOS) and nitrotyrosine.

Results: Results showed that HD is asscciated to a reduction of TrRd-1 and Trx-1 levels in plasma and
erythrocytes, and with an increase in the MPO/WBC ratio. A positive correlation was observed between
globa! oxidative stress (GOS) and MPO/WBC. No changes were found in NOS and Nox levels with respect
1o controls.

Conclusion: Oxidative damage may be linked to the inflammatory response In HD, via a peripheral immune
response.

Kaywords: Biomarkers, immune system, Huntington dissase, Oxidalive stass

of gastroesophageal inflammation was more common in
HD than might be indicated by patieats’ complaints.

Introduction
Huntington's disease (HD) is a rare neurodegenerative

disorder of the central nervous system for which there
is no effective treatment. It is an autosomal dominant
discase characterized by choreatic movements, behav-
ioral and psychiatric disturbances, dementia, and
weight loss. HD causes nearonal death in the stratum
and cerebral cortex.'

A pumber of studics have shown that HD is
characterized by dysregulation of the immune system
both within and outside the central nervous system,™
marked by an increase in intericukins (ILs), TNF-alpha,
immunoglobulins STNF-R, and complement C3**
Recently, Andrich et al.® reported that the prevalence

“Trwss auihors contributed oqually In this work.
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Attention has been drawn to the role of oxidative
stress in HD, characterized by an imbalance between
the production of ROS and reactive nitrogen species
and/or an impairment of antioxidant systems.*"' The
authors have recently confirmed the presence of
global oxidative stress in peripheral blood samples
from HD patients, noting a decline in non-eazymatic
extracellular antioxidant systems,'?

Research in other neurodegenerative disorders, for
example Alzheimer’s discase and Parkinson's disease,
has identified both inflammation and oxidative stress
as potential therapeutic targets,'™'* Oxidative stress
and the neuroinflammatory response are known to
exert both detrimental and beneficial influences on
nerve tissue. "

On the basis of these data, the present study sought
to examine possible links between the immune

Neurelogical Research 2012 vor. 34 w0 7
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response and oxadative damage in patients with HD,
analyzing the role played by mycloperoxidase (MPO),
an enzyme involved in the bactenicidal action and
inflammatory response of white blood cells (WBC).

Methods

Thirtcen patients from the Neurology Department of
the Reina Soffa Teaching Hospital (Cordoba, Spain)
and the Valme Hospital (Seville, Spain) took part in
the study. Diagnosis of HD was confirmexd genetically
by the Genetics Departments at the two hospitals, The
patients were divided nto two groups as a function
of discasc scverity, using the Unificd Huntington's
Disease Rating Scal (UHDRS):'® Group HDI
(UHDRS>70) and Group HD2 (UHDRS<70). Ten
healthy age- und sex-matched controls were recruited.
Inclusion criteria: informed consent, CAG trinucleo-
tide expansion >35 repeats, aged 18-70 years, >25
score in mini mental state examination.”” Exclusion
criteria: chronic inflammatory disease, infectious ill-
ness three days prior to the start of the study, diabetes
mellitus, chronic heart disease, anaemia and vitamm
or antioxidant supplement intake. The study was
conducted according to Helsinki Declaration and was
approved by the local Ethics Committee.

Blood samples were obtained of cach patient. These
samples blood was collected between 8 and 11 a.m, in
tubes contaming 1 mg/ml EDTA-K3 as anticoagulant,
after 12 hours of fasting. Immediately after, plasma
was scparated from red cells by centrifugation at
2500 rpm, 4°C, 15 minutes. In all subjects a complete
blood count, routine biochemical analyses were
performed.

Plasma C-reactive proteins levels were measured
using an assay kit (OSR6147, CRP; Olympus, Orlando,
FL, USA), and MPO plasma concentrations were
assayed using reagents purchased from  Oxis
International (Portland, OR, USA), Individual MPO/
WBC ratios were calculated, Thioredoxin reductase-1
(TrRd-1) and thioredoxin-1 (Trx-1) ELISA kits were
purchased from BioVendor-Laboratorni medicina a.s.,
Brmo, Czech Republic (RLF-EK0122R and RLF-
EKO0125R, respectively), IL-6 was determined using
BioSource IL-6 ELISA Kit purchased from Furope SA
(Nivelles, Belgium), Nitric oxide synthase (NOS) was
determined by Ultrasensitive Colorimetric NOS Assay
purchased from Oxford Biomedical Research Inc
(Oxford, M1, USA). Total nitrites (nitres and nitrates)
were used a3 a marker of nitric oxide (NO) levels and
assayed following the Gries method.'®

Statistical evaluation was carried out with the
SPSS17.0% statistical software package (SPSS Iberica,
Madrid, Spain) for Windows. The Shapiro-Wilk test
showed no a significant departure from normality in
the distribution of varance values. Statistical sig-
nificance was measured using the one-way ANOVA,
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Figure 1 Levels of CRP and IL-8 in plasma of patients with
HD and healthy subjects (controls). Bar represent
means +SD. HD (HD1, HD2); HD1 score UMDRS->70 and
HD2 score UHDRS<70. “P<0.01 versus control; *P<0.05
versus HD1.

corrected with the Bonferroni test to compare the
data among three groups (HD1, HD2, and control),
while the Student’s r-test was used to compare two
groups (HD versus control). Data are presented as
means + 8D,

Results

Patient demographic data arc shown in Table 1.
Paticnts with HD displayed a significant increase in
the mflammatory markers CRP, IL-6 (Fig. 1), and
MPOVYWBC ratio in plasma (Table 2), and a sig-
nificant decrease in TrRd-1 and Trx-1 levels com-
pared with healthy controls (Tables 3 and 4),

When patients were divided on the basis of HD
severity (HD1 versus HD2), the two groups displayed
the same significant differences with respect to controls,

CRP levels were significantly higher in HD1 than
in HD2 (Fig. 1), as were TrRd-1 levels (Table 3) and
the MPO/WBC ratio (Table 2); there was no
significant difference between the two groups for
IL-6 or Trx-1 levels (Fig. | and Table 4, respectively).

No statistically significant intergroup differences
were found in NOS and NOx levels in peripheral
blood samples (Table 2).

Table 1 Demogmphic characleristics of the HD patients
and the controls: values are expressed as means + S0

Paramatars Controls (n=10) HD n=13
Age (years} 3941251 4221068
Gender (maledemals) a1 &7

Haight {cm) 16247 16448
Waight (xg) 7648 7
Exparded CAG repeat no AT+5
AQe & symploen onzet (years) 35112
Disease curation (years) 1048




Previous research by the authors' in HD patients
has shown that global oxidative stress (GOS) increases
with discase intensity, a significant positive correlation
being obscrved between the two parameters, and that
the antioxidant gap and reduced glutathione (GSH)
levels are significantly lower in HD patients than
in healthy controls, whereas there is no significant
difference in the GSH/GSSG ratio.

The present study only found & correlation between
these variables and the MPO/WBC ratio: the correla-
tion was positive for GOS (r: 0.634; P<0.05) and
negative for GAP (r: 0.844; P<0.001).

Discussion

A number of studies have highlighted the existence of
a peripheral immune response in patients with HD™*
and previous research by the present authors has
confirmed a positive correlation between the extent of
global oxidative stress at peripheral level and discase
severity.'

The results of the present study indicated a significant
decline in TrRd-1 and Tex-1 levels in HD paticnts,
accompanied by increased levels of IL-6 and CRP, a
nonspecific marker of inflammation. Similar findings
are reported by other authors, who note a significant
increase in plasma TNF-alpha, IL-6, and IL-8 in HD
patients, ™ as well as similar changes in other neuro-
degenerative processes including Alzheimer's discase
and Parkinson’s disease.'*™ A recent study has
reported & link between Trx-] levels and immune
system activity, indicating that NF-kappabeta gene
expression is associated with changes in Trx-1 activity.*?

There was a significant increase in the MPO/'WBC
ratio in HD patients compared to healthy controls,
although not i WBC counts, suggesting an increase
in WBC activity rather than numbers. Furthermore,

Sdncher-tdpez of o, Oxidative siress and fammation in HD

analysis of possible correlations between the inflam-
matory response and oxidative stress in HD patients
indicated a positive correlation between the MPOY
WBC ratio and GOS, and a negative correlation
between the MPO/WBC ratio and the antioxidant
gap. Taken in conjunction, these findings support the
view that the inflammatory response plays a key role
in the pathogencsis of HD, and that this robe is
mediated by the production of reactive species and
the ensuing oxidative damage.

These data suggest that inflammatory processes
2nd oxidative damage in the nerve tissue of patients
with this autosomal neurodegencrative discase may
trigger changes in blood marker levels.

No statistically significant differences in NOx and
NOS levels were observed between HD patients and
healthy controls. Moreover, no correlation was found
between either NOx or NOS levels and discase
sevenity (HD1 or HD2), although other studies report
an increase in Nox in HD patients.” This disparity in
findings may be due to: (1) the method used to
measure NOx levels (HPLC); (15) the number of
patients and the severity of disease; and (i) the type
of sample studied.

To summanze: (i) HD was assoclated with a
reduction in plasma and erythrocytes of TrRd-1 and
Trx:l levels (i) patients with HD displayed an
merease in the plasma MPOYWBC ratio; and (ii) a
positive correlstion was observed between GOS and
the MPOYWBC ratio. These findings suggest a link
between oxidative damage and the inflammatory
response in HD. However, further research is required
in order to obtain detailed information regarding the
biochemical and molecular mechanisms involved, and
their potential use both as a therapeutic target and asa
biomarker for monitoring disease progression.

Table 2 Oxidative stress blomarkers of the HD patients and the controls: values are expressed as means = SD; HD (HD1,

HOD2); HD1 score UHDRS>70 and HD2 score UHDRS<70

Parametars Controls (n=10) HD =13} HO1 (n=8) HD2 (=)
NOS (umot of NOleg of protesndunit lime 43420 a0=z22 34425 49213
NG (o) 261.7+28.2 26695244 26524217 264.3+338
WBC (10%ul) 15211 71425 B3+20 87527
MPO {rigied) 186411 306419 317+17 23:29
MPO/WEC ratio 0244019 D.47+023 080+023* 0.3420.45

Note: *F<0 05 varsus contrel; * <005 varsus HD1

Toble 4 Leveis of Trx-1 In plama and erythorcytes of

Table 3 Levels of TrRd-1 In plasma snd erythorcytes of

HD patients and healthy subjects (controla) HD patients and healthy subjects (controls)

TrRd-1 Plasma (ng/mi) Erythrocytos (ng/gHb) Trx-t Psma (ng/mi Erythrocytes (ng/gHb)
108 6571256 Carwol 5254344 37442508

%ﬂd 33:004" 4312030 HD 0B4+1.35% .51 4 10.92**

HD1 0.58+004% 4082045 HO1 0.79.4146% §43112.02°

HD2 0.484003%* 4402047% Ho2 0.0141.48* 665+ 1087

Noto: Deta represant means=SD. HD (HD1, HD2): HD1 score
UHDRS>T70 and HD2 score UHDRS<7O. **P<001 versus
ocontrel, *P<0.06 versus contrel; *P<D.05 versus HD1.

Note: Data represant moans +S0. HD (HD1, HD2) HO1 score
UHDRS>70 and HD2 scoe UHDRS<TO. **A<D.OT versus
control; *P<0.05 vrsis convol.
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