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RESUMEN

La excitotoxicidad y el déficit energético son dos procesos comunmente
involucrados en la degeneracién y el dafno neuronal de diversas patologias del
Sistema Nervioso (SN). Con el afan de conocer ampliamente los eventos téxicos
generados por estos procesos se han disefado diferentes modelos
experimentales que representan dichos eventos, particularmente los presentes en
la Enfermedad de Huntington. En este trabajo nosotros empleamos el acido
quinolinico (QUIN), el cual es un agonista de receptores NMDA, y al acido 3-
nitropropionico (3-NP), un inhibidor selectivo del complejo Il (succinato
deshidrogenasa: SDH) de la cadena mitocondrial. Dado que ambos eventos co-
existen en las diferentes patologias, recientemente se han disefiado modelos en
los cuales ambas condiciones estan presentes, para lo cual normalmente se
emplean conjuntamentetoxinas que produzcan excitotoxicidad y déficit energético.
El objetivo de este trabajo es caracterizar un modelo de este tipo, con la
administracion conjunta a dosis subtoxicas de QUIN y 3-NP,para comparar los
efectos toxicos producidos en este modelo con los causados por estas sustancias
por separado a concentraciones toxicas. Para estose evaluaron tres marcadores
de degeneracion neuronal en siete grupos experimentales como sigue, utilizando
ratas macho de la cepa Wistar: 1) un grupo control para QUIN (solucion salina
i.e.), 2) un grupo control para 3-NP (solucién salina i.p.), 3) un grupo con dosis
toxicas de QUIN (modelo excitotoxico; 240 nmol/pL, i.e.), 4) un grupo con dosis
toxicas de 3-NP (modelo de déficit energético; 30 mg/Kg, i.p), 5) un grupo con
dosis subtoxicas de QUIN (40 nmol/uL, i.e), 6) un grupo con dosis subtéxicas de 3-
NP (9 mg/Kg, i.p.), y finalmente 7) un grupo con dosis subtdxicas de QUIN y 3-NP
administrados conjuntamente (40 nmol/uL, i.e. y 30 mg/Kg/dia, por 7 dias,
minibomba osmética). Después de administradas las toxinas se procedié a la
evaluacion de la conducta motora (distancia total recorrida y movimientos
horizontales y verticales) 1, 7 y 30 dias posteriores a la administraciéon de
tratamientos. Una vez finalizado el ultimo registro conductual, un total de 29 ratas

fueron sacrificadas para la obtencion del tejido estriatal y se procedié a la



determinacion de los niveles de GABA y de la inmunoreactividad celular contra
GFAP, TNFaq, IL-6 e iINOS (marcadores de inflamacion). Los hallazgos de este
trabajo muestran que los grupos con dosis subtoxicas solas de QUIN y 3-NP no
provocaron ningun efecto en los marcadores evaluados, exceptuando la distancia
total recorrida, en donde el QUIN provocé la disminucién en la locomocién a partir
de los 7 dias y el 3-NP a partir de los 30 dias posteriores a su administracion;
estos grupos también aumentaron el nivel de expresién de GFAP. En cuanto a los
grupos en los que se reproducen los modelos de excitotoxicidad y déficit
energético, se produjeron resultados similares a los que ya se han reportado por
otros grupos de investigaciéon. Finalmente, el grupo en el que se administraron de
forma conjunta dosis subtoxicas de QUIN y 3-NP mostré inicialmente patrones
hipocinéticos a partir de los 7 dias posteriores a la administracién de las toxinas,
ademas de un aumento significativo en la expresion de los marcadores pro-
inflamatorios y de activacién glial, asi como un descenso prominente en los niveles
de GABA. Nuestros datos no apoyan significativamente eventos sinergisticos de
toxicidad; sin embargo, si muestran un proceso de facilitacion toxica. Estos
resultados describen procesos de deterioro celular de neuronas GABAérgicas, lo
cual es causante de la disminucién en los niveles de GABA vy alteraciones
locomotoras. Este modelo puede ser una herramienta funcional para una
evaluacion mas profunda de los diferentes procesos de la degeneracion neuronal
presentes en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de

Huntington.



INTRODUCCION

Excitotoxicidad

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC de mamiferos
(Engelsen, 1986; Hebb, 1970), donde actua sobre receptores ionotropicos
(mayoriariamente para N-metil-o-aspartato (NMDA) y acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazolpropiénico (AMPA) y metabotropicos (mGlu1-mGlu8) (Dingledine et
al. 1999; Greenamyre y Porter, 1994). Es por esto que alteraciones en la
homeostasis del glutamato pueden tener importantes repercusiones en las
neuronas por la generacién de cascadas excitotoxicas (Olney, 1990). Este hecho
llevd a la postulacion de la hipotesis de la “excitotoxicidad” por la accion del
glutamato (Olney et al. 1971; Novelli, R. et al. 1988), la cual comprende tres
supuestos: 1) despolarizacién de la célula neuronal, produciendo una liberacion de
aminoacidos excitadores (AAEs); 2) un receptor para aminoacidos excitadores
comun en el boton postsinaptico, regulando la excitacion y la toxicidad, y 3)
propagacion de la cadena de eventos, generando disfuncién neuronal y muerte
(Bondy y Lebel, 1993; Elinos-Calderon et al., 2009).

En términos generales, la excitotoxicidad involucra un drastico incremento en la
concentracion intracelular de Ca®* en respuesta a una sobreexposicion de las
neuronas a los efectos de aminoacidos excitadores, como el glutamato y sus
analogos. En particular, los receptores NMDA juegan un papel relevante en la
neurotoxicidad inducida por los aminoacidos excitadores, ya que son canales
ampliamente distribuidos permeables a Ca*. Cuando el complejo receptor-canal
es estimulado por agonistas enddégenos o exdgenos, un flujo repentino y drastico
de este idn hacia el interior de la célula neuronal puede disparar vias metabdlicas
letales, involucrando enzimas proteoliticas (proteasa y endonucleasas),
aumentando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y
ERN) (Rami et al., 1997) y danando la estructura celular (Arundine y Tymianski,
2003). El incremento en el flup de Ca®* también es acompafiado por la

potenciacion en la liberacion del neurotransmisor que usualmente propaga el dafio



celular en una retroalimentacion positiva, conduciendo a la célula a la muerte
apoptética o necrética. Conjuntamente, el aumento en el Ca* intracelular
producira alteraciones mitocondriales que afectaran su actividad, disminuyendo la
produccion de ATP (Elinos-Calderon et al., 2009). Estos mecanismos estan
comunmente implicados en enfermedades neurodegenerativas, tanto cronicas
(Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, Enfermedad de Huntington
(EH), etc.) como agudas (trauma) (Siesjo, 1981; Choi, 1988; Saito et al. 1993).
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Fig. 1.Mecanismos de toxicidad por glutamato.



Modelos Excitotoxicos

Diferentes compuestos han sido empleados para producir modelos excitotoxicos,
entre ellos estan el NMDA, el acido kainico, el acido iboténico y el acido
quinolinico (QUIN), los cuales activan receptores ionotrépicos y prenden la
cascada enzimatica tipicamente excitotoxica que finalmente llevara a la muerte
celular. Los efectos de algunas de estas toxinas han sido investigados en cerebros
de ratas con el propdsito de comparar la magnitud de los dafios neuronales que
ellos producen (Foster et al., 1983; Schwarcz et al., 1983; Beal et al., 1986).
Después de observar las alteraciones morfolégicas y los perfiles bioquimicos en el
nucleo estriado de animales lesionados, algunos cambios parecidos a las
alteraciones presentes en cerebros con la EH fueron observados; por ejemplo, la
disminucién de los niveles de GABA, Acetilcolina (ACh) y sustancia P, asi como
lesiones axonales selectivas. Sin embargo, el QUIN ejerce resultados mas
selectivos y especificos hacia las neuronas estriatales, por lo que es utilizado
ampliamente como modelo de la EH (Novelli, A. et al 1988; Elinos-Calderon et al.,
2009).

Acido Quinolinico (QUIN)

Caracteristicas

El acido 2,3-piridin-dicarboxilico (QUIN) es un metabolito enddgeno del
triptéfano producido en la via de la kinurenina (Gonzalez-Cortés y Santamaria,
2007).

= CO_H

~
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Fig. 2 Estructura del Acido Quinolinico(QUIN) (Stone, T.W. and Perkins, M.N. 1981)

Hasta 1981 se pensaba que el QUIN era un metabolito fisioldgicamente inactivo
del triptofano, un mero intermediario a lo largo de la via de la kinurenina en la
sintesis del acido nicotinico y el dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD). La
importancia potencial, fisiolégica y farmacolégica del QUIN fue reconocida con el
descubrimiento de su habilidad para activar selectivamente la subpoblaciéon de
receptores neuronales de glutamato sensibles al NMDA (Stone y Perkins, 1981).
En otras palabras, QUIN actua como agonista de receptores NMDA y ha sido
caracterizado como una excitotoxina capaz de producir un daio neuronal selectivo
en el SNC. ElI QUIN provoca una mayor estimulacion de los receptores NMDA, lo
que incrementa la permeabilidad del Ca?, disminuye la formacion de ATP, produce
estrés oxidativo/nitrosativo (ERO/ERN) y conduce a muerte celular (Gonzalez-
Cortés y Santamaria, 2007).

La selectividad en los patrones neurotoxicos ejercidos por este metabolito es
capaz de semejar varias caracteristicas de la EH en roedores y primates no
humanos (Beal et al., 1986; Schwarcz et al., 1983). Algunos cambios que semejan
las alteraciones cerebrales en la EH son la disminucién de los niveles de GABA,
ACh y sustancia P, asi como lesion axonal selectiva (Pérez-De La Cruz y
Santamaria, 2007).

Asimismo, la capacidad del QUIN para modificar los rasgos de algunos
antioxidantes enddégenos - como los niveles del glutation reducido (GSH) y la
actividad de la superoxido dismutasa (Cu,Zn-SOD)- en el estriado, asi como su
habilidad para generar al radical -OH durante las primeras etapas de su toxicidad -
han servido para demostrar su naturaleza pro-oxidante. En relacidon a esto, ha sido
demostrado que QUIN puede formar complejos con hierro (hierro (I1)-QUIN) los
cuales son responsables de incrementar la formacion de -OH por la reaccién de
Fenton, lo que provoca dafio al ADN y peroxidacién lipidica. Adicionalmente,
ratones transgénicos con una expresion limitada de Cu,Zn-SOD han mostrado ser

mas vulnerables a las acciones toxicas de QUIN, mientras que los animales que



tienen una mayor expresion de dicha enzima son mas resistentes a las acciones

nocivas de la toxina (Gonzalez-Cortés y Santamaria, 2007).

Metabolismo

Como ya ha sido mencionado, el QUIN es un metabolito dela degradacion del
triptéfano a través de la via de la kinurenina (VK) (Gonzalez-Cortés y Santamaria,
2007), la cual es la principal ruta catabdlica del L-triptéfano en mamiferos. La VK
es responsable de la biosintesis de NAD (Stone y Perkins, 1981), y ha sido
reportado que esta presente en primates no humanos, roedores y otros
mamiferos, tanto en higado como en cerebro (Vender, 1975; Wolfensberg et al.,
1983).

En el higado, el anillo inddlico del L-triptéfano es abierto oxidativamente por la
enzima triptéfano dioxigenasa (TDO) para producir la N-formil kinurenina. En el
cerebro y otros tejidos periféricos (en respuesta a sefales especificas del sistema
inmune, (Lopez-Gonzalez et al 2007)), la enzima responsable de esta reaccién es
la indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), la cual es dependiente del superdoxido (O»--)
(Pérez-De La Cruz et al.,2007).

El siguiente paso en la VK es la degradacion de la N-formil kinurenina a L-
kinurenina (L-KYN) por la formamidasa. La L-KYN sirve como sustrato para
diferentes enzimas como la kinurenasa (formando acido antranilico), kinurenina 3-
hidroxilasa (formando 3-hidroxikinurenina) y las kinurenina aminotransferasas
(KATs), las cuales son responsables de la transaminacion irreversible de la L-KYN
a acido kinurenico (KYNA). La formacién de KYNA en el humano es un proceso
muy complejo e involucra dos isoformas de KATs, KAT1 y KAT2. Estas enzimas
difieren en su pH optimo, donde KAT2 actua en un rango fisiologico y es la
principal responsable de la sintesis de KYNA en el cerebro humano (Gramsbergen
etal., 1997).

Después de esto, la VK conduce a la formacién del acido quinolinico (QUIN)

mediante una serie de pasos los cuales incluyen la hidroxilacion de L-KYN a 3-



hidroxikinurenina (3-HK). Esta reaccion es catalizada por la kinurenina hidroxilasa,
una enzima localizada en la membrana mitocondrial externa (Okamoto et al,
1967), y requiere una molécula de NADPH como donante de un electron.
Posteriormente la kinureninasa, una enzima piridoxal dependiente de fosfato
localizada en el dominio citosdlico, convierte la 3-HK a acido 3-hidroxiantranilico
(3-HA). Ambas enzimas, la kinureninasa y la kinurenina hidroxilasa, estan

presentes en el SNC, pero con muy baja actividad.

La 3-hidroxiantranilato dioxigenasa (3-HAO) abre el anillo de la 3-HA para
producir el semialdehido 2-amino-3-carboximuconato, un intermediario inestable el
cual es inmediatamente transformado a QUIN. En el cerebro, la 3-HAO muestra
una mayor actividad que otras enzimas de la VK (Okuno et al., 1987; Saito et al.,
1992). Evidencia inmunohistoquimica ha demostrado que la 3-HAO y las KATs
estan localizadas en los astrocitos que se encuentran rodeando las sinapsis
glutamatérgicas en el SNC (Roberts et al.,, 1992; 1995). Por ultimo, el QUIN es
metabolizado a NADz+ por la QUIN fosforibosil transferasa (QPRT), una enzima

localizada también en astrocitos (Stone, 1993).
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Fig. 3 Via de la kinurenina del metabolismo del triptofano (Modificado de Pérez-De La Cruz et
al., 2007)

Toxicidad

Se piensa que los receptores a glutamato en el cerebro desempefian un papel
dominante en el dafo neuronal que ocurre en algunas enfermedades
neurodegenerativas. De los varios subtipos de receptores que pueden ser
activados por el glutamato, aquellos sensibles al N-metil-D-aspatato (NMDA) han
recibido mayor atencién debido a que su activacion induce el incremento
sustancial en el flujo de calcio al interior de las neuronas, lo cual puede disparar
una serie de eventos, como la activacion de proteasas, conduciendo al dafo
neuronal (Schwarcz et al., 1983; Stone et al., 1987; Kim y Choi, 1987).

El QUIN ha sido reconocido como un intermediario a lo largo de la via de la
kinurenina, conduciendo a la sintesis de los co-factores esenciales como el &cido
nicotinico y NAD, pero un aspecto potencialmente relevante viene con el
descubrimiento de que el QUIN puede activar selectivamente la sub-poblaciéon de
receptores de glutamato sensibles a NMDA (Stone y Perkins, 1981). Esto permite
que el QUIN no solo excite neuronas (Stone et al., 1989), sino también cause dafio
neuronal cuando es inyectado directamente dentro de areas del cerebro
(Schwarcz et al., 1983).

Una gran cantidad de evidencia ha sido acumulada desde 1981, sugiriendo que el
QUIN puede jugar un papel importante en la patologia de la demencia debida al
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), y en un gran numero de
enfermedades del SN (Stone, 2001). Por ejemplo, se ha mostrado un incremento
en la actividad de la enzima IDO (indoleamina 2,3 dioxigenasa) en cerebros
postmortem de pacientes con SIDA comparada con cerebros de pacientes control.
Ademas, el aumento en la actividad de esta enzima es acompanado por el

incremento en los niveles de QUIN (Pérez-De La Cruz, V. et al, 2007).

Existe debate sobre si el porcentaje de QUIN encontrado en el cerebro o en

liquido cefaloraquideo puede ser suficiente para producir dafio neuronal. Los



niveles de QUIN en el cerebro raramente exceden 1 yM. Sin embargo, estos
niveles pueden ser suficientes para causar dafio neuronal significativo, ya sea por
la activacion directa de receptores NMDA o por la liberacidon de glutamato
endogeno (Connick y Stone, 1986; 1988).

Concentraciones micromolares de QUIN son toxicas cuando las células son
expuestas a estas concentraciones por varias horas (Kim y Choi, 1987), y
concentraciones submicromolares pueden producir neurotoxicidad en cultivos si
son mantenidos por varias semanas (Whestsell y Schwarcz, 1989). A
concentraciones de 350 nM por 5 semanas, el QUIN causa pérdida de la densidad
celular y de proteinas asociadas a microtubulos. Muchas células presentaron
hinchazén o edema, con varicosidades dendriticas y dafio en el ensamblaje
microtubular (Kerr et al., 1995; 1998). Adicionalmente a los efectos toxicos sobre
las neuronas, el QUIN puede inducir una disfuncién mitocondrial progresiva, la
cual puede ser un factor que contribuye a la neurodegeneracion. Dicha disfuncion
mitocondrial es caracterizada por la disminuciéon en los niveles de ATP y el
consecuente desbalance idnico causante de la liberacién de neurotransmisores,
que a su vez, provocaran alteraciones metabdlicas que culminaran en la muerte

neuronal (Bordelon et al., 1997).

La neurotoxicidad producida por QUIN también puede depender, al menos en
parte, de la produccién de especies reactivas del oxigeno, ya que su actividad
neurotdxica puede ser prevenida por agentes atrapadores de radicales libres como
la o-fenil-t-butilnitrona (Nakao y Brundin, 1997; Nakai et al., 1999). En
preparaciones de cerebro de rata se ha encontrado que 100 uM de QUIN aumenta

el porcentaje de peroxidacion lipidica a mas del 256 % (Rios y Santamaria, 1991).

En resumen, los diversos trabajos catalogan al QUIN como: a) un metabolito
endogeno de la via de la kinurenina, cuyo principal mecanismo de accién es ser
un agonista selectivo del receptor para NMDA (Stone, 1993); b) generador de
alteraciones metabdlicas entre las que destacan la reduccién en el consumo de O,
mitocondrial, disminucion en los niveles de ATP y NAD* (Bordelon et al. 1997); c)

metabolito endégeno que al aumentar las concentraciones intracelulares de Ca?,



altera los niveles de glutamato, aspartato y GABA, ademas, promueve la
formacion de ERO/ERN llevando asi al dafio oxidativo y finalmente a una
muertecelular necrética o apoptoética dependiendo de la severidad del insulto
toxico (Foster et al., 1983; During et al. 1989; Santamaria y Rios, 1993); y d) por
las caracteristicas antes mencionadas, la lesion intraestriatal con QUIN representa
un buen modelo animal capaz de reproducir la pérdida selectiva de neuronas
GABAérgicas y colinérgicas, lo cual esta presente en la EH (Bordelon et al., 1997;
El-Defrawy et al., 1986).

Alteraciones Metabdlicas y Déficit Energético

El SNC es particularmente vulnerable a variaciones en los recursos energéticos
debido al elevado metabolismo de las células neuronales y su constante demanda
de sustratos. Por lo tanto, cualquier alteracion en el metabolismo energético
representa un riesgo potencial de pérdida de viabilidad neuronal (Lees, 1993).
Cambios en la disponibilidad de sustratos energéticos (como carencia de oxigeno
o glucosa) producen grandes desbalances en la concentracién ionica, lo cual
afecta el potencial de membrana con una despolarizacién posterior (Martin et al.,
1994) ya que las ATPasas de membrana no son capaces de sostener el potencial
de reposo. Entonces el Ca* llega a ser esencial para estos eventos, como un
incremento drastico en sus concentraciones citosdlicas por la apertura de canales
de membrana dependientes de voltaje y complejos canal-receptor NMDA,
dependientes de voltaje que disparan eventos excitotoxicos, los cuales ya han
sido descritos anteriormente. En los ultimos afos varias enfermedades asociadas
con alteraciones en el metabolismo energético han sido descritas (Pérez-De La
Cruz y Santamaria, 2007). Tal es el caso de la EH, en la cual se ha reportado que
los niveles de glucosa y oxigeno disminuyen en los ganglios basales y corteza
cerebral (Beal, 1992).

La disfuncion mitocondrial es la principal fuente de especies reactivas del
oxigeno (ERO). La excitotoxicidad mediada por ERO también induce la entrada

masiva de Ca* desde el espacio extracelular, promoviendo la liberacion de este



ion de fuentes intracelulares al citoplasma, dando como resultado la activacion de
la enzima oxido nitrico sintasa neuronal u oxido nitrico sintasa tipo | (nNOS o
NOS-I), con la liberacion subsecuente de o6xido nitrico (NO). A su vez, NO es
transformado en peroxinitrito (ONOO") después de reaccionar con el anion
superoxido (O27) de la cadena transportadora de electrones. Estos eventos crean
un desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes, caracterizado por la
produccion excesiva de ROS, como O;", perdxido de hidrégeno (H.0.), ONOO", y
la reduccion de sistemas antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutasa (SOD),
glutation peréxidasa (GPx)) y no enzimaticos (glutation reducido (GSH)),
resultando en la aparicion de un estatus oxidante exacerbado caracterizado por
dafo macromolecular. Este desbalance promueve cascadas de estrés oxidante
tipicas como la oxidacion de proteinas, dafio al ADN, y peroxidacion lipidica. Este
fendmeno esta asociado con dafo celular y muerte neuronal, y juega un rol crucial

en procesos neurodegenerativos (Tunez et al., 2010).

Modelos de Déficit Energético

Con el fin de reproducir a nivel experimental las alteraciones metabdlicas
observadas en la EH y otras patologias relacionadas, diferentes modelos
experimentales han sido disefados utilizando una gran variedad de toxinas
mitocondriales. Entre éstas se pueden mencionar al malonato, al MPP*, a la
rotenona y al acido 3-nitropropionico (3-NP). Estas toxinas producen un aumento
en la formacién de lactato, reduccion de ATP y degeneracién neuronal similar a la
producida por el QUIN o el NMDA (Brouillet et al., 1996; Shulz et al., 1996); se
cree que su mecanismo de accidn involucra varias fases iniciadas por un
desbalance metabdlico cronico (despolarizacion de la membrana celular, liberaciéon
del Mg? bloqueando al receptor NMDA y el subsecuente aumento en el Ca*
intracelular (Greene y Greenamyre, 1996); es por esto que la administracion de
moléculas inhibidoras del metabolismo energético son usadas como modelos de

dafo neuronal (Elinos-Calderon et al., 2009).



Acido 3-Nitropropiénico (3-NP)

Caracteristicas

El acido 3-nitropropionico (3-NP) (Anderson, A.C., et al. 2005) es una toxina
proveniente de plantas y hongos la cual inhibe irreversiblemente el complejo Il de

la cadena transportadora de electrones (Ludolph et al., 1991).
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Fig 5. Acido 3- Nitropropionico (3-NP) (Chu et al., 1978)

El 3-NP fue originalmente caracterizado como el agente téxico responsable de la
encefalopatia aguda en el ganado de las regiones occidentales de América del
Norte. Los animales ingirieron accidentalmente Astragalus (indigofera), un hongo
que contiene un alto porcentaje del precursor del 3-NP, el 3-nitropropanol.
Investigaciones bioquimicas posteriores demostraron que el 3-NP es un inhibidor
irreversible del ciclo de los acidos tricarboxilicos y de la succinato deshidrogenasa
(SDH), la principal enzima constituyente del complejo |l de la cadena respiratoria
mitocondrial (Ludolph et al., 1991; Alston et al., 1977; Coles et al., 1979).

Otros casos reportados de envenenamiento por 3-NP ocurrieron en China,
debidos al consumo de azucar de cafia contaminada por el hongo Arthrinium sp.,
produciendo encefalopatia aguda en nifios y adultos, seguida por muchos casos
de distonia retrasada y discinesia asociada con degeneracion del putamen (He et
al., 1995).



A principios de 1980, Gould y colaboradores demostraron que los tratamientos
con 3-NP producen degeneracion preferencial del estriado en ratas y ratones
(Gould y Gustine, 1982). Ellos mostraron posteriormente que el 3-NP producia
lesiones por “hipoxia histotoxica” sin gran participacion de los efectos periféricos
del 3-NP, como el incremento en la presién arterial sanguinea (Hamilton y Gould,
1987a).

Numerosos estudios en cultivos primarios de neuronas mostraron que, en ciertas
circunstancias, un bloqueo del metabolismo de energia oxidante puede disparar
secundariamente la cascada excitotoxica de muerte celular (en ausencia de un
incremento en las concentraciones extracelulares de glutamato), y este fenémeno
involucra principalmente a receptores NMDA (Novelli et al., 1988; Zeevalk y
Nicklas, 1990; 1992; Greene et al., 1998).

Beal fue el primero en sugerir que el tratamiento cronico con 3-NP en ratas
puede replicar los defectos mitocondriales constantes y parciales vistos en
pacientes con la EH, asi como la degeneracion estriatal selectiva con
caracteristicas histolégicas y neuroquimicas ocurridas en la EH (Brouillet et al.,
2005). Apoyando estas hipotesis, se encontrd que la liberacidn crénica y constante
de 3-NP por mas de 4 semanas usando mini bombas osméticas en ratas conduce
a la degeneracion preferencial de neuronas espinosas medianas con la
preservacion de las terminaciones nerviosas aferentes, interneuronas colinérgicas
largas e interneuronas no-espinosas positivas para NADPH-diaforasa (Beal et al.,
1993; Brouillet et al., 1993). Estas lesiones fueron asociadas con astrogliosis y
anormalidades morfolégicas de neuronas espinosas medianas relacionadas a la
extensiéon de neuritas, lo cual es un marcador de cambios histolégicos en
pacientes con la EH (Beal et al., 1993). Aparte de las consideraciones histoldgicas,
el tratamiento con 3-NP a ratas usando bombas osméticas produjo hiperactividad
transitoria, incoordinacion general, distonia bilateral, marcha anormal vy
comportamiento perseverante (Beal et al., 1993; Borlogan et al., 1995; Guyot et
al., 1997; El Massioui et al., 2001).



Un patrén similar al encontrado en la EH puede ser desencadenado por el 3-NP,
dependiendo de la dosis y el tiempo de administraciéon, y provocar asi la
degeneracion de las neuronas espinosas medianas GABAérgicas (Guyot et al.,
1997). Suministrado sistémica y cronicamente, el 3-NP causa degeneracion
neuronal bilateral, simétrica y selectiva del estriado lateral (restringida a la zona
dorsolateral del caudado-putamen), similar a lo acontecido en pacientes con la EH,
mientras que una administracion aguda desencadena lesiones mas difusas. La
muerte celular promovida por el 3-NP es tanto necrética como apoptotica,
situacion similar a la ocurrida en la EH (Pang y Geddes, 1997). Aunque la
intoxicaciéon por 3-NP afecta principalmente al nucleo estriado, también puede
afectar a otras areas localizadas en la corteza cerebral, talamo e hipotalamo
(OQuary et al., 2000). Estas lesiones se presentan con pérdida neuronal
acompafnada de una moderada gliosis y descenso en la actividad de la citocromo
oxidasa (Tunez y Santamaria, 2009). Adicionalmente, el 3-NP cambia los niveles
de otras moléculas, como los endocannabinoides (anandamida y 2-araquidonil-
glicerol), la sustancia P, la encefalina, la colina acetiltransferasa, la somatostatina,

el neuropéptido Y y la neurotensina (Ouary et al., 2000).

Metabolismo

El 3-NP y su precursor el 3-Nitropropanol, asi como sus esteres de glucosa y
glicésidos, respectivamente, son productos naturales raros producidos en solo
unas pocas especies de plantas y hongos. La forma isoelectronica del 3-NP puede
ser convertida, en un pH fisiolégico, al dianion mas reactivo, el cual inhibe

irreversiblemente la succinato deshidrogenasa (SDH).

Los metabolitos producidos por plantas que contienen nitrégeno oxidado —
clasificados como glicésidos cianogénicos, glucosinolatos y nitrocompuestos - son
derivados de aminoacidos precursores por una via biosintética comun. El paso
inicial comun para la biosintesis de esta clase de metabolitos es la N-hidroxilacion
del aminoacido inicial, seguido por una descarboxilacion del hidroxiaminoacido

para formar la correspondiente aldoxima.



Las vias biosintéticas luego siguen rutas diferentes para la sintesis de tres
clases de productos naturales. Presumiblemente, el acido aspartico es el
precursor de la propionaldoxima, la cual es convertida en el precursor inmediato
del 3-NP.

La intoxicacién clinica aguda fue observada en varias especies tratadas con 3-
NP, ésteres de 3-NP, 3-nitropropanol y miserotoxinas. Estas especies incluyen a
pollos, cerdos, conejos, ratones, ratones de pradera, ovejas y ganado. El
envenenamiento con estos compuestos probablemente se da por el mecanismo
comun de toxicidad del 3-NP, donde el 3-nitropropanol es metabolizado a 3-NP
después de la absorcion en el tracto digestivo. En organismos no rumiantes, los
ésteres del 3-NP pueden ser rapidamente hidrolizados por las esterasas del tejido
de mamiferos para liberar 3-NP, mientras el 3-nitropropanol es oxidado por la

enzima alcohol deshidrogenasa hepatica a 3-NP (Borlogan et al., 1999).

El 3-NP,analogo isoelectrénico del succinato, es un inhibidor suicida de la SDH.
Alston y colaboradores propusieron que la via de reacciéon normal incluye una
aproximacion temporal con el nitrdgeno N-5 de la flavina, la cual, en el caso del 3-
NP, colapsa a una aproximacion estable, resultando en la inactivacién permanente
(Alston et al., 1977). Se ha propuesto que el 3-NP es oxidado a 3-nitroacrilato, una
molécula inestable que reacciona con algunos residuos en el sitio activo - una

cisteina posiblemente - (Huang et al., 2006).

Toxicidad

El 3-NP inhibe irreversiblemente la oxidacion del succinato a fumarato realizada
por la SDH, enzima constituyente del complejo Il de la cadena de transporte de
electrones y del ciclo de Krebs (Coyle y Schwarcz, 1976; Alston et al., 1977; Beal
et al., 1986). Su inhibicién desencadena una reduccién intensa en la sintesis de
ATP que conlleva a muerte neuronal, en especial en el nucleo estriado. Asi, junto
con la afectacion de los complejos mitocondriales, acontecen la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y la redistribucion del citocromo ¢ (Gu et al.,
1996; Tabrizzi et al., 1999).



Se cree que la inactivacion de SDH es el resultado de la oxidacion del 3-NP a 3-
nitroacrilato, el cual se une a la enzima (Coles et al., 1979). Alternativamente, se
ha propuesto que el i6n nitronato del 3-NP se une irreversiblemente a la flavina,
coenzima de la SDH (Alston et al., 1977). En estudios con cultivos primarios se ha
evidenciado que el 3-NP induce la presencia de factores como el citocromo c y la
proteina Smac/Diablo, asociados a muerte neuronal por apoptosis (Galas et al.,
2004).

La inhibicion de la SDH por parte del 3-NP desencadena estrés oxidativo (EO) y
nitrosativo (EN), caracterizados por la excesiva produccion de ERO/ERN vy el
agotamiento de los sistemas antioxidantes. El aumento citosdlico del i6n calcio
inducido por el 3-NP, y la consiguiente activacion de la 6xido nitrico sintasa (NOS)
con la produccion de NO, desempenan un papel de extraordinaria magnitud en
todo el proceso desencadenado. La entrada de calcio extracelular obedece a la
apertura de los canales de membrana dependientes de voltaje y asociados a
receptores NMDA, cuyo umbral y sensibilidad a su ligando disminuyen en
presencia del 3-NP y promueve situaciones de excitotoxicidad glutamatérgica
(Novelli et al., 1988; Beal, 1994).

Los niveles de glutamato son regulados por transportadores dependientes de
Na® presentes en la glia y las neuronas. La actividad de estos transportadores
depende del gradiente de sodio transmembranal generado por la Na*/K* ATPasa,
cuyo funcionamiento se ve alterado por la disminucion de ATP provocado por el 3-
NP. Algunos inhibidores de la fosforilacion oxidativa o de la ATPasa Na*/K* inducen
al glutamato a convertirse en neurotoxico a concentraciones que normalmente no
producirian efectos téxicos (Novelli et al., 1988). Estudios posteriores unicamente
revelaron incrementos moderados en las concentraciones extracelulares del
glutamato en el cerebro de ratas tratadas con 3-NP, en contraste con el aumento
en los niveles de lactato como evidencia de un metabolismo energético alterado
(Beal, 1994; Wullner et al., 1994). Estos resultados son consistentes con el
concepto de que el 3-NP causa excitotoxicidad por hacer a las neuronas

vulnerables a los niveles basales enddgenos de glutamato. Adicionalmente, se



sabe que el 3-NP también cambia la homeostasis del Ca** bajo condiciones in
vitro, 1o que implica excitotoxicidad. A su vez, la muerte celular neuronal por
excitotoxicidad ha sido relacionada con la formacion de ERO y ERN (Lafon-Cazal
et al., 1993; Alexi et al., 1998), apoyando el papel clave del estrés oxidante en el
patrén de toxicidad provocado por 3-NP (La Fontaine et al., 2000). La
administracion sistémica de 3-NP disminuye los niveles de glutation, a la vez que
potencia la formaciéon de radicales libres y proteinas oxidadas en el estriado
(Schulz et al.,, 1996; Binienda et al., 1998). Ademas, el uso de antioxidantes
endogenos y exogenos bien conocidos, como la coenzima Qqo, la N-acetilcisteina,
la melatonina, la S-alilcisteina y la dehidroepiandrosterona, resulta en efectos
protectores contra el dafo neuronal inducido por la toxina (La Fontaine et al.,
2000; Tunez et al., 2004; 2005; Nam et al., 2005; Herrera-Mundo et al., 2006;
Pérez-De La Cruz et al., 2006).

Por su parte, la microglia activada por la intoxicacién con el 3-NP interviene de
manera importante en los procesos de dafio celular. Asi, el tratamiento agudo con
3-NP causa la invasion por la microglia del area estriatal degenerada, que a su vez
induce la produccion y liberacion de ERO, mecanismo por el que en parte la
microglia podria estar involucrada en los fendmenos de neurodegeneracion
provocados por el 3-NP (Ryu. et al., 2003; Nishino et al., 2000).

Adicionalmente, el 3-NP induce la liberacion de moléculas reactivas derivadas
del NO mediante la estimulacion de la actividad de NOS. Asi, la subsiguiente
induccion de la NOS trae consigo la produccion de NO, que puede reaccionar con
el O;", produciendo peroxinitrito (ONOO"). Esta molécula se caracteriza por ser
citotoxica y responsable tanto de la nitracion de proteinas como de la posterior
produccion de radical hidroxilo (-OH), el mas tdxico y nocivo de los radicales libres.
Adicionalmente, la administraciéon de 3-NP puede inducir elevacion en los niveles
de dopamina, de tal forma que este fendmeno es un factor adicional que
contribuye a potenciar el efecto toxico sobre las neuronas GABAérgicas, asi que la

dopamina enddgena contribuye al dafio por excitotoxicidad mediante la inhibicién



de la recaptura de glutamato y/o la produccion de ERO (Tunez y Santamaria,
2009).
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Fig. 4 Inhibicion del complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial inducida por 3-NP,
(Modificado de Liot, G. et al, 2009)



Modelos de Facilitacion o Sinergismo

En ultimas fechas, nuevas perspectivas en el estudio de los mecanismos tdxicos
de agonistas del receptor NMDA y toxinas mitocondriales estan bajo investigacion,
asi como su co-administracion a dosis subtoxicas, lo cual puede mimetizar mejor
los eventos fisiopatolégicos que se presentan en las enfermedades
neurodegenerativas (Jacquard et al., 2006). Esta idea surgioé del hecho de que ni
la excitotoxicidad ni el desbalance en el metabolismo energético actuan
separadamente en la EH y otras enfermedades neurodegenerativas (Silva-Adaya
et al., 2008).

Diversos trabajos se han realizado hasta la fecha, los cuales han arrojado
informacion importante acerca de las interacciones que se presentan entre los
mecanismos toxicos evocados por QUIN y por 3-NP. Jacquard y colaboradores, en
el 2006, mostraron tanto in vivo como en cultivos de neuronas estriatales, que la
disfuncion mitocondrial producida por 3-NP potencia la toxicidad del QUIN. Dicha
potenciacion fue asociada al incremento en la actividad de calpainas y a la
segmentacion, mediada por calpainas, de varias proteinas postsinapticas,
sugiriendo un desbalance del Ca* neuronal en el estriado. Sin embargo, esta
desregulacion no se debid a la hipersensibilidad de los receptores NMDA (y con
esto a la entrada masiva de Ca* a las neuronas estriatales), sino a una
desregulacion intracelular de Ca** (Jacquard et al., 2006). Otros hallazgos fueron,
por un lado, la prevencién que la levocarnitina (L-CAR) — antioxidante y precursor
energético — ejerce sobre la accion sinérgica del QUIN y el 3-NP para incrementar
la asimetria motora y disminuir los niveles estriatales de GABA en ratas y en
fracciones sinaptosomales (Silva-Adaya et al., 2008), y por otro, el incremento de
la peroxidacion de lipidos y disfuncién mitocondrial en fracciones sinaptosomales
expuestas a ambas toxinas bajo condiciones fisiologicas de disponibilidad de
calcio extracelular, asi como su atenuacion por diversos agentes (dizocilpina,
porfirinato de hierro, L-acetil carnitina y S-alilcisteina); aunado a esto, se demostro

que el mecanismo téxico evocado por dicho modelo sinérgico dependia en mayor



proporcion a las alteraciones en el calcio intracelular (Pérez-De La Cruz et al.,
2008; Elinos-Calderon, D. et al 2009).

Otras publicaciones que explotan la idea de un posible sinergismo o
potenciacion de la toxicidad mediada por el receptor NMDA por deficiencias
metabdlicas, en las cuales no se utilizaron QUIN y 3-NP especificamente, son
primeramente, el trabajo de Greene y Greenamyre en 1995 en el cual se plantea
que dosis subtoxicas de malonato - inhibidor de SDH - potencia la neurotoxicidad
de tres diferentes agonistas de aminoacidos excitadores como el N-metil-D-
aspartato (NMDA), el acido S-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (S-
AMPA) y el glutamato. Sus resultados indican que la inhibicion metabdlica
exacerba la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA y receptores no-NMDA,
y sugieren que el receptor NMDA puede jugar un papel importante en situaciones
de compromiso metabdlico in vivo, donde el glutamato es el agonista endégeno.
En esta misma linea, Bazzett y colaboradores en 1996 se enfocaron a probar el
posible efecto sinérgico de la administracion de dosis subtdéxicas de QUIN mas
malonato. Este esquema de administracion produjo lesiones mas grandes que las
producidas por las toxinas por separado, lo cual demuestra el efecto sinérgico que

el malonato ejerce sobre la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA.



JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas no presentan un elemento patologico
unico, y los diferentes componentes toxicos presentes en estas enfermedades
generalmente se acompafan entre si; es por esta razon que este trabajo va
encaminado a caracterizar un modelo de facilitacion tdxica en el que se utilicen de
manera conjunta dos toxinas — QUIN y 3-NP — que evoquen el dafio excitotoxico y
el déficit energético presentes en los eventos neurodegenerativos para, de esta
forma, poder tener una mejor y mas completa herramienta que permita evidenciar

y esclarecer los mecanismos de dano celular.

HIPOTESIS

Dado que la administracién de dosis toxicas de QUIN y 3-NP de manera
independiente en ratas genera patrones de toxicidad diferenciales, entonces al
administrar dosis subtoxicas de ambas toxinas de manera conjunta habra un
evento sinérgico que propiciara una potenciacion en los diferentes marcadores de
toxicidad, tanto bioquimicos como conductuales, asi como en los eventos de
muerte celular, lo que se reflejara a su vez en disminucion en los niveles de GABA

y aumento en marcadores inflamatorios.



OBJETIVOS

General

Caracterizar el posible sinergismo en la administracién conjunta de QUIN y 3-NP
en dosis subtoxicas sobre diferentes marcadores de toxicidad estriatal
(alteraciones motoras, disminucién de GABA, generacion de citocinas, etc.) y
determinar si siguen el mismo patrén de dafo que los mismos modelos por

separado a concentraciones toxicas.

Particulares

« Evaluar la conducta motora como reflejo de alteraciones cinéticas en un
modelo conjunto de excitotoxicidad y déficit energético, asi como en los
modelos toxicos.

e Caracterizar el efecto de la co-administracién de QUIN + 3-NP, 3-NP Y QUIN
a través de las células reactivas a IL-6, GFAP, TNFa e iNOS.

» Medir los niveles estriatales de GABA como un marcador neuroquimico tipico

de modelos fenotipicos de dafio neuronal en los tres modelos experimentales.



MATERIAL Y METODOS
Reactivos

El acido 3-nitropropionico (3-NP), el acido quinolinico (QUIN), el acido
mercaptopropidénico y el acido y-aminobutirico (GABA) fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Todos los demas reactivos fueron adquiridos
de otras fuentes comerciales conocidas. El agua desionizada utilizada para la
preparacion de las soluciones se obtuvo del sistema Milli-RQ (Millipore, Bedford,
MA, USA).

Animales

Ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250 y 300 g fueron
utilizadas para este estudio. Para todos los fines experimentales, los animales
fueron alojados en cajas de acrilico (6 por caja) y provistos con rat chow, una dieta
comercial estandar, (Laboratory rodent diet 5001; PMI Feeds Inc., Richmond, IN,
USA) y agua ad libitum. El cuarto de alojamiento fue mantenido bajo condiciones
constantes de temperatura (25£3°C), humedad (50£10 %), e iluminacién (ciclos
luz/oscuridad de 12 h). Un total de 48 ratas fueron utilizadas; 43 ratas se usaron
para la medicion de la conducta motora y, posterior a esto, 19 cerebros se
emplearon para los ensayos inmunohistoquimicos y los otros 29 cerebros para la
determinacién cromatografica de GABA (y otras pruebas experimentales como la
peroxidacioén lipidica y la funcionalidad mitocondrial -, las cuales no forman parte
de este trabajo. Todos los procedimientos con animales fueron llevados a cabo de
acuerdo a las normas de los Institutos Nacionales en la Guia Sanitaria para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y a las normas locales en el uso ético
de los animales de la Secretaria de Salud, México. Durante los experimentos se

hizo el maximo esfuerzo para minimizar el sufrimiento de los animales.



Grupos experimentales

Para los propédsitos de este trabajo se utilizaron un total de siete grupos

experimentales.

Control 3-NP (n=8) (inyeccioén intraperitoneal (i.p.) de solucién salina)

Control QUIN (n=8) (inyeccidén intraestriatal (i.e.) de solucién salina;
ambos estriados)

3-NP toéxico (n=8) ((30 mg/Kg, i.p.), dosis unica)

QUIN téxico (n=8) (lesion i.e, 120 nmoles por estriado, coordenadas
estereotaxicas: +0.5 mm anterior a bregma, -2.6 y +2.6 mm lateral a
bregma y -4.5 mm ventral a dura (Paxinos y Watson, 1998).

Control 3-NP subtéxico (n=4) (9 mg/Kg/dia x 7 dias)
Control QUIN subtéxico (n=4) (20 nmol/uL por cada estriado)

QUIN + 3-NP (n=8) (20 nmoles/uL por cada estriado + 9 mg/Kg/dia durante
7 dias, respectivamente)

Para el caso del modelo conjunto cabe resaltar, que a los animales (n=8) se les
implantd subcutaneamente una minibomba osmdtica en la base dorsal de la
cabeza liberando 3-NP (9 mg/Kg/dia durante 7 dias). Siete dias después de la
implantacion de la minibomba osmoética se procedié a la administraciéon de una
dosis subtdxica de QUIN en cada estriado (20 nmol/uL i.e. por estriado), después

de haber retirado la bomba.



Inyeccion i.e.

solucion salina

Inyeccion i.e. 240
nmol/uL de QUIN

Inyeccion i.p. 9
mg/Kg de 3-NP

ECM= Evaluacién conducta motora
PT= Perfusion transcardial p/inmunohistoquimica
IAM= Inyeccién acido mercaptopropiénico para bloqueo de GABA

Tabla 1. Tabla metodolégica comparativa



Todos los animales fueron mantenidos vivos durante un mes después de la
lesion (i.e. de QUIN o i.p. de 3-NP) para evaluar la conducta motora a las 24 horas
y a los 7 y 30 dias. Después, se prosiguio con la determinacion

inmunohistoquimica y el analisis cromatografico de GABA.

Medicion de conducta motora

La evaluacion de la actividad motora se concentr6 en la medicion de los
movimientos horizontales, verticales y la distancia total recorrida, con la ayuda de
un Versamax Animal Activity Monitor and Analyzer (AccuScan Instruments Inc.,
Columbus, OH, USA).

El dispositivo es capaz de detectar movimientos en diferentes direcciones ya que
los animales bajo evaluaciéon cruzan las lineas virtuales proyectadas por
detectores de movimiento; enseguida, estos movimientos son registrados
numéricamente en la computadora. Adicionalmente, este aparato es capaz de
sequir la trayectoria precisa y la distancia caminada por los animales debido a
estos sensores. De esta manera, los datos colectados de este dispositivo incluyen
la distancia total caminada/recorrida, asi como los movimientos horizontales y
verticales totales. Por consiguiente, ambos resultados fueron expresados como la
distancia total caminada o recorrida (cm) en 60 minutos, o0 como la cuenta total por
60 minutos, respectivamente. Cada una de las ratas de cada grupo se coloco por
separado dentro del monitor por una hora, en la cual se capturaban los datos en
una computadora convencional. Se proporcioné a los animales un periodo de
adaptacion de 10 minutos. Estas mediciones se realizaron 24 horas, 7 dias y 30
dias después de la administracion con cada toxina (solucion salina, QUIN, i.e., 3-
NP, i.p. 0 su combinacion). Los resultados obtenidos se acomodaron por grupos

experimentales para el analisis estadistico.



Fig. 6 Monitor y Analizador de conducta animal Versamax.

Determinacién inmunohistoquimica

La deteccion inmunohistoquimica de la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), la
Interleucina 6 (IL-6), el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) y la Sintasa de
Oxido Nitrico inducible (iNOS) fue empleada como marcador morfoldgico de gliosis

reactiva e inflamacion, respectivamente.

Treinta dias después de la inyeccion de las toxinas, los animales fueron
anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos
transcardialmente con buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M, seguido por
paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron removidos y almacenados en PBS
por una semana. Posterior a esto, los cerebros se incluyeron en parafina y se
cortaron en secciones de 5-7um de grosor, obtenidas cada 100 um, cubriendo una
distancia total de 300 um (para el caso de los cerebros lesionados con QUIN, las
secciones estriatales fueron obtenidas 100 ym antes y 100 um después del tracto
de la aguja). Todas las secciones fueron puestas en portaobjetos, etiquetadas e
inmunohistoquimicamente desparafinadas con una serie de inmersiones en xileno
y alcohol, de diferentes gradaciones, y enjuagadas tres veces en PBS. Después
del lavado, las secciones fueron incubadas con peroxido de hidrogeno (H.O;) al
1% por 10 minutos para reducir la actividad de la peroxidasa endégena. Una vez

mas, las secciones fueron lavadas en PBS (dos veces por 5 minutos) e incubadas



en citrato de sodio 10 ymol/L (pH 6.0) en un bafio de agua por 30 minutos,
enjuagadas tres veces en PBS e incubadas en albumina de suero bovino al 1%
para bloquear la inmunoreactividad no especifica. Después de dos lavados
consecutivos con buffer Tris, las secciones fueron separadas segun el marcador a
detectar, e incubadas toda la noche a 4°C con buffer Tris conteniendo, segun sea
el caso, el anticuerpo monoclonal primario que reconoce a GFAP, IL-6, TNFa, o
iINOS (dilucién 1:100, DAKO; Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA). Se empled
un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano(DAKO Kit;
Dakocytomation), y visualizado con diaminobenzidina. Las secciones fueron
contrastadas con hematoxilina y montadas con cubreobjetos. Cada una de las
secciones fueron examinadas individualmente mediante microscopia de campo
claro en un microscopio Leica DMLS Galen lll (Leica Microsystems, Inc., Wetzlar,
Germany) con camara de video digital a color SSC-DC14 acoplada (Sony
Electronics, Teanek, NJ, USA).

Determinacion cromatografica de GABA

Los niveles estriatales de GABA fueron evaluados en muestras de tejido de los
animales expuestos al tratamiento en cada uno de los grupos experimentales (la
mitad de individuos por cada grupo), como un indice comun de déficit
neuroquimico en esta region cerebral. Los niveles de GABA fueron medidos
mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) con deteccién fluorométrica, como ha sido descrito
anteriormente (Santamaria et al., 1996; Pérez-De La Cruz et al., 2005). Treinta
dias después de la administracion de las toxinas, las ratas de los diferentes grupos
experimentales fueron inyectadas con acido mercaptopropionico (1.2 mmol/Kg,
i.v.) y decapitadas dos minutos después. Las muestras de tejido estriatal fueron
diseccionadas, homogenizadas en 15 volumenes de solucion metanol-agua (85 %,
vlv), y centrifugadas a 15,000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue
almacenado a -70°C hasta queel analisis cromatografico fuera hecho. De cada
muestra se tomaron 100 pL del sobrenadante y se afor6 a 5 mL con agua.

Posteriormente, se tomaron 50 uL de la solucion anterior, se le agregaron 50 pL de



oftaldialdehido (OPA) y se agitd por un minuto. La solucién fue inyectada en la
columna de fase mdévil de la estacion cromatografica BAS CC-5/PM-80 (West

Lafayette, IN, USA) con un detector fluorométrico BAS FL-452 acoplado.

Analisis estadistico

Todos los datos estan presentados como promedio + error estandar. Los
resultados de la evaluacion de la conducta motora (24h, 7 y 30 dias), el conteo de
células inmunoreactivas a los diferentes marcadores (GFAP, iNOS, IL-6 y TNFa) y
los niveles estriatales de GABA fueron analizados mediante la ANOVA de una via
seguida por una prueba multiple de comparacion de Newman-Keuls. Para el
analisis de los datos conductuales en conjunto se utilizé un ANOVA de dos vias
seguido de una prueba de Bonferroni. Para todos estos propdsitos se utilizod el
software Prism 5.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Los valores de P < 0.05

fueron considerados estadisticamente significativos.



RESULTADOS

Alteraciones en la Conducta Motora

Para el grupo administrado con dosis subtéxicas de 3-NP, los patrones de
motricidad fueron muy similares al grupo control, presentando un ligero aumento
en los movimientos a la semana de administrada la toxina, sin que este aumento
fuera significativo; sin embargo, al mes se encontré un patrén hipocinético
(p<0.05). Por su parte, el grupo administrado con dosis subtéxicas de QUIN
presentd una disminucion sostenida de la actividad motora, la cual solo fue
significativa a la semana y al mes después de administrada la toxina (p<0.05). El
grupo administrado con QUINst y 3-NPst de forma conjunta (QUINst + 3-NPst)
presentd un patrén hipocinético durante todo el mes, teniendo una mayor
significancia a los siete dias de administradas las toxinas (p<0.01). Haciendo una
grafica de correlacion de tiempo para este modelo podemos observar que el
modelo de coadministracidon muestra ser hipocinético comparado con el control y
parece seguir un patron similar al del QUINst, pero mas agresivo. Todo lo anterior

se muestra en la figura 7.
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Efecto de la administracion subtoxica y conjunta de QUIN y 3-NP sobre la actividad motora
(distancia total recorrida) en ratas. La evaluacién de la distancia total recorrida fue
registrada 1, 7 y 30 dias después de la ultima administracion de la toxina correspondiente —
solucion salina i.p e i.e.; QUINst + 3-NPst (40 nmol/uL, i.e y 9 mg/Kg 1uL/hora en 7 dias,
minibomba respectivamente); 3-NP (9 mg/Kg, i.p.); QUIN (40 nmol/uL, i.e.) —. Cada barra
representa el promedio + error estandar de seis ratas por grupo. A) @diferente a control;

Pdiferente a 3-NPst; p < 0.05. “diferente a control, ®diferente a 3-NPst; p<0.07. ANOVA de
una via seguida por una prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls. B) ANOVA de
dos vias, donde hubo una diferencia significativa entre tratamientos (p <0.0007).



En las Figuras 8 y 9 se muestran los patrones de movimientos horizontales y
verticales, respectivamente, de los animales administrados con QUIN + 3-NP, asi
como sus respectivos controles. Con respecto a los movimientos horizontales, no
se observaron cambios en los controles de las toxinas subtéxicas con respecto al
control, a excepcion de QUINst, que mostrd un patron hipocinético significativo al
mes de administrada la toxina (p<0.05). Por su parte, el grupo de QUINst + 3-NPst
tampoco presentd cambios significativos, excepto al mes de administradas las
toxinas, cuando se distinguié un patrén hipocinético significativo respecto del
control (p<0.05).

En los movimientos verticales se puede distinguir que no hubo cambios
significativos con respecto al grupo control en los tres grupos evaluados (QUINst,
3-NPst y QUINst + 3-NPst), aunque se observd un patrén hipocinético no
significativo durante todo el mes (excepto a las 24 horas en el caso del grupo 3-
NPst). La comparacion de la totalidad de datos revel6 que hay una diferencia
significativa relacionada, tanto a los diferentes tratamientos experimentales, como

al tiempo de evaluacién de la conducta motora.
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Fig. 8 Efecto de la administraciéon subtéxica y conjunta de QUIN y 3-NP sobre los movimientos
horizontales en ratas. La evaluacion de la distancia total recorrida fue registrada 1, 7 y
30 dias después de la ultima administracion de la toxina correspondiente — solucion
salina i.p e i.e.; QUINst + 3-NPst (40 nmol/uL, i.e y 9 mg/Kg 1ulL/hora en 7 dias,
minibomba respectivamente); 3-NP (9 mg/Kg, i.p.); QUIN (40 nmol/uL, i.e.) —. Cada
barra representa el promedio + error estandar de seis ratas por grupo. A) diferente a
Control; p<0.05. ANOVA de una via seguida por una prueba de comparacién multiple
de Newman-Keuls. B) ANOVA de dos vias, donde hubo una diferencia significativa
entre tiempos (p <0.05).
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9 Efecto de la administraciéon subtoxica y conjunta de QUIN y 3-NP sobre los movimientos
verticales en ratas. La evaluacion de la distancia total recorrida fue registrada 1, 7 y 30 dias
después de la ultima administracion de la toxina correspondiente — soluciéon salinai.p e i.e.;
QUINst + 3-NPst (40 nmol/uL, i.e y 9 mg/Kg 1ulL/hora en 7 dias, minibomba
respectivamente); 3-NP (9 mg/Kg, i.p.); QUIN (40 nmol/uL, i.e.) —. Cada barra representa
el promedio * error estandar de seis ratas por grupo. ANOVA de una via. B) ANOVA de
dos vias, donde hubo una diferencia significativa entre tratamientos y tiempo (p <0.05).



De la misma forma que en las pruebas anteriores, la evaluacion de la conducta
motora se desarrollo en los modelos experimentales de excitotoxicidad y de déficit
energético evocados por la administracion de dosis toxicas de QUIN y 3-NP,
respectivamente. Después de 30 dias de administradas las toxinas se pudo
observar que, en general, todos los patrones cinéticos (distancia total recorrida,
movimientos horizontales y verticales) presentaron una disminucion en sus
respectivos marcadores, siguiendo unas tendencias parecidas a las ya reportadas

en trabajos anteriores (Tabla 2).

QUINst+3NPst

D ias 1 7 30 1 7 30 1 7 30

Distancia 178% | 149% 53% 48% 14% 91% 68% 26% 76%

Total +62% | +41% | +179 | 10% | 5% | +309% | t17% | 7% | +2719
Recorrida * ’ ’
+ SEM

Movimientos | 170% | 163% 78% 90% | 74% 99% | 151% | 66% | 89%

Horizontales | 1104 | +16% +18% | £24% | 14% | +3719% | £37% | #5% | +7171%
+ SEM b

Movimientos | 108% | 227% | 68% 39% | 106% | 32% 91% 69% | 89%

Verticales | +420 | +72% | 12595 | +19% | +19% | 4179 | £34% | +13% | 4189
+ SEM *

Tabla 2. Se muestra la diferencia en porcentajes de tres marcadores de conducta motora, con
respecto al grupo control, de tres diferentes modelos de dafio neuronal — modelo
excitotoxico evocado por &acido quinolinico (QUIN); modelo de déficit energético
evocado por acido 3-nitropropiénico (3-NP), y modelo de facilitaciéon téxica evocado por
la utilizacién conjunta de QUIN y 3-NP — tomados en tres diferentes tiempos (1, 7 y 30
dias). * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001. ANOVA de una via seguida por una prueba de
comparacion multiple de Newman-Keuls.



Hallazgos Inmunohistoquimicos

Con el propodsito de evaluar el nivel de inflamacion y dafio celular en el tejido
nervioso de cada uno de los grupos experimentales, se llevd a cabo la
determinacion inmunohistoquimica de algunos marcadores inflamatorios, como
son la Interleucina-6 (IL-6), el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), la Oxido
Nitrico Sintasa inducible (iNOS), asi como la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP),
empleada como marcador morfolégico de gliosis reactiva. Todas las pruebas
inmunohistoquimicas fueron llevadas a cabo un mes después de la administracion

de las toxinas.

Para homogeneizar los resultados del conteo de células reactivas de cada uno
de los marcadores inmunohistoquimicos por separado en los grupos controles (CQ
—inyeccion i.e. de solucion salina — y CN — inyeccion i.p. de solucién salina —), los
datos resultantes del conteo fueron obtenidos promediando los datos por separado
de cada grupo control. La inmunoreactividad presente en estos grupos controles
pudo ser debida a la lesion mecanica y/o al estrés inducidos por la inyeccién

intraestriatal o intraperitoneal de solucién salina.
Activacioén glial inducida por tratamientos experimentales con QUIN y 3-NP

Una abundante activacién glial fue evidente en los grupos tratados con dosis
subtéxicas de QUIN (QUINst) y 3-NP (3-NPst), asi como en el grupo tratado con
la combinacion de dosis subtdxicas de QUIN y 3-NP (QUINst + 3-NPst) (Fig. 10a).
Estas observaciones fueron confirmadas por analisis cuantitativos (Fig. 10b)
mostrando que la inmunoreactividad basal contra GFAP mostrada en los grupos
controles fue significantemente potenciada en el grupo QUINst (138 % por arriba
del control), asi como también en los grupos 3-NPst y QUINst + 3-NPst, aunque en
menor cantidad (72 % y 66 % arriba del control, respectivamente). QUINst tuvo
una diferencia significativa con respecto a 3-NPsty QUINst + 3-NPst (diferencias
en relacion al numero de células reactivas a GFAP); esto indica que QUINst,
aparte de tener mayor activaciéon glial que el control, tiene mayor activacion glial

que 3-NPst y la combinacion de las toxinas.
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Inmunoreactividad contra la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP) inducida por la
administracion conjunta de QUIN + 3-NP. 30 dias después de la administracién de las
toxinas los cerebros de las ratas fueron procesados y se obtuvieron secciones
coronales de 7 um, las cuales fueron incubadas toda la noche con un anticuerpo anti-
GFAP; posteriormente fueron contratefiidas con hematoxilina y observadas con un
microscopio 6ptico. En a) se observan las células inmunoreactivas a GFAP. Las flechas
sefalan las células positivas a GFAP (magnificacion 40X). En b) se muestra el conteo
de células inmunoreactivas a GFAP por campo. El promedio + error estandar de 10
campos seleccionados de cinco secciones por cerebro (tres cerebros por grupo fueron
utilizados). Adiferente a control, Pdiferente a 3-NPst, Cdiferente a QUINst; p <

0.01.ANOVA de una via seguida por una prueba de comparacion multiple de Newman-
Keuls.



Expresion inmunohistoquimica de iINOS inducida por tratamientos

experimentales con QUIN y 3-NP

La inmunoreactividad contra iINOS en el tejido estriatal de los animales utilizados
esta representada en la Figura 11a. Comparada con los grupos control, el numero
de células inmunoreactivas a iINOS aumenté significativamente en el grupo de
QUINst + 3-NPst.

Los datos numéricos del conteo de células inmunoreactivas (Fig. 11b) apoyaron
las observaciones hechas acerca del incremento en la inmunoreactividad celular
contra INOS en el estriado de los animales tratados con QUIN y 3-NP de manera
conjunta (43 % por arriba del control). Con respecto a los grupos subtoxicos, no se
observo diferencia significativa — QUINst (23 % por arriba del control); 3-NPst (7 %

por arriba del control) —.
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Fig. 11 Inmunoreactividad contra la enzima Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS), estimulada por

diferentes tratamientos con acido 3-nitropropionico (3-NP) y acido quinolinico (QUIN) en
estriado de rata. 30 dias después de la administracion de las toxinas los cerebros de las
ratas fueron procesados y se obtuvieron secciones coronales de 7 uym, las cuales fueron
incubadas toda la noche con un anticuerpo anti-iNOS; posteriormente fueron
contratefiidas con hematoxilina y observadas con un microscopio optico. En a) se
observan las células inmunoreactivas a iNOS. Las flechas sefialan las células positivas a
iINOS (magnificacion 40X). En b) se muestra el conteo de células inmunoreactivas a iNOS
por campo. El promedio + error estandar de 10 campos seleccionados de cinco secciones
por cerebro (tres cerebros por grupo fueron utilizados). @diferente a control, “diferente a 3-
NPst; p < 0.05.ANOVA de una via seguida por una prueba de comparacion multiple de
Newman-Keuls.



Expresion inmunohistoquimica de IL-6 inducida por tratamientos

experimentales con QUIN y 3-NP

Se observo un gran aumento en la reactividad celular a IL-6 en el grupo QUINst
+ 3-NPst, donde ademas se aprecia un ligero dafio al neuropilo. Por su parte,
QUINst y 3-NPst no mostraron un cambio evidente en la reactividad celular con

respecto a los grupos controles (Fig.12a).

Los datos cuantitativos apoyan lo expuesto en el parrafo anterior en relacion al
incremento de la inmunoreactividad de las células a IL-6 en el grupo de QUINst +
3-NPst (65 por % arriba del control); en cuanto a los grupos subtoxicos no hubo
diferencia con respecto al grupo control(Fig. 12b).
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Fig. 12 Inmunoreactividad contra Interleucina-6 (IL-6), estimulada por diferentes tratamientos con
acido 3-nitropropionico (3-NP) y acido quinolinico (QUIN) en estriado de rata. 30 dias
después de la administracién de las toxinas los cerebros de las ratas fueron procesados y
se obtuvieron secciones coronales de 7 um, las cuales fueron incubadas toda la noche
con un anticuerpo anti-IL-6; posteriormente fueron contratefiidas con hematoxilina y
observadas con un microscopio 6ptico. En a) se observan las células inmunoreactivas a
IL-6. Las flechas sefialan las células positivas a IL-6 (magnificacion 40X). En b) se
muestra el conteo de células inmunoreactivas a IL-6 por campo. El promedio + error
estandar de 10 campos seleccionados de cinco secciones por cerebro (tres cerebros por
grupo fueron utilizados).adiferente a control, p < 0.05;Bdiferente de 3-NPst, Cdiferente de
QUINSst; p < 0.01. ANOVA de una via seguida por una prueba de comparacién mdltiple de
Newman-Keuls.



Expresion inmunohistoquimica de TNFa inducida por tratamientos

experimentales con QUIN y 3-NP

Como resultado de la administracion de dosis subtdxicas de manera conjunta de
3-NP y QUIN, la inmunoreactividad para TNFa se vié considerablemente
aumentada con respecto al los grupos a los que se les administré con solucién
salina y dosis subtoxicas de QUIN y 3-NP por separado. Los grupos subtdxicos
(QUINst y 3-NPst) no presentaron una diferencia evidente en la inmunoreactividad

celular con respecto a los grupos control (Fig. 13a).

En relacion a lo arriba afirmado, el analisis cuantitativo de las células
inmunoreactivas a TNFa arrojo evidencia de que el grupo QUINst + 3-NPst tiene
79 % mas células reactivas a TNFa que el grupo control. Los grupos subtoxicos
empleados por separado no mostraron cambios significativos con respecto al
control (Fig. 13b).
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Inmunoreactividad contra elFactor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), estimulada por el
acido 3-nitropropionico (3-NP) y el acido quinolinico (QUIN) en estriado de rata. 30 dias
después de la administracién de las toxinas los cerebros de las ratas fueron procesados y
se obtuvieron secciones coronales de 7 um, las cuales fueron incubadas toda la noche
con un anticuerpo anti-TNFa; posteriormente fueron contratefiidas con hematoxilina y
observadas con un microscopio optico. En a) se observan las células inmunoreactivas a
TNFa. Las flechas sefalan las células positivas a TNFa (magnificacion 40X). En b) se
muestra el conteo de células inmunoreactivas a TNFa por campo. El promedio * error
estandar de 10 campos seleccionados de cinco secciones por cerebro (tres cerebros por
grupo fueron utilizados). Adiferente a control, Bdiferente a 3-NPst, “diferente a QUINst; p
< 0.0001.ANOVA de una via seguida por una prueba de comparacion multiple de
Newman-Keuls.



Cambios en los Niveles Estriatales de GABA

La Figura 14 muestra el efecto que tiene la administracion conjunta de QUIN y 3-
NP (dosis subtoxicas por separado y su combinacion) sobre los niveles del acido-
y-aminobutirico (GABA) en el cuerpo estriado de las ratas. La administracion
conjunta de dosis subtdxicas de QUIN y 3-NP provoca una disminucion de
aproximadamente el 37 % de la concentracion de GABA con respecto al grupo
tratado con solucién salina. En cuanto a los grupos tratados con dosis subtéxicas

por separado, no mostraron diferencia significativa comparada con el control.
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Tratamiento

Fig. 14 Efecto de los diferentes tratamientos con QUIN y 3-NP (dosis subtoxicas y dosis
administradas conjuntamente) sobre los niveles estriatales del &cido-y-aminobutirico
(GABA). 30 dias después de la administracion de las toxinas, el tejido estriatal de las
ratas tratadas fue obtenido y preparado para un analisis cromatografico del contenido
total de GABA “diferente de control; p < 0.017.ANOVA de una via seguida por una
prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls.



Resumen de datos

Comparacion de los modelos de excitotoxicidad (QUIN) y de
déficit energético (3-NP) con el modelo conjunto (modelo de
facilitacién toxica, QUINst + 3-NPst)

Al igual que la conducta motora, los marcadores inflamatorios y los niveles de
GABA fueron evaluados en los modelos experimentales de excitotoxicidad y de
déficit energético evocados por la administracion de dosis toxicas de QUIN y 3-NP
respectivamente. Después de 30 dias de administradas las toxinas, se observd
que los niveles de GABA disminuyeron de forma significativa en el modelo de
déficit energético(3-NP) y en el modelo conjunto (QUINst+3NPst).Con respecto al
modelo excitotdéxico(QUIN), se observé que la disminucién en los niveles

GABAérgicos no fue significativa.

En cuanto a los marcadores de activacion glial e inflamacion se observé que la
inmunoreactividad aumentdé en los tres modelos, tanto para GFAP como para

iINOS, IL-6 y TNFa, pero sin diferencias significativas entre si.



QUINst+3NPst

30 30 30

cABA | 439 91% 65%

Ao +11% +8% 9%

*k%

GFAP 385% 552% 326%

* SEM +189% +292% +164%
Nos | 153% 222% 172%
ey +29% +47% +29%

(con respecto al control)

16 236% 246% 177%

+ SEM 168% 161% £35%

TNFa 228% 262% 187%

Ao £54% £50% +44%

Tabla 3. Se muestra la diferencia en porcentajes, con respecto al grupo control, de los
marcadores inmunohistoquimicos (GFAP, iNOS, IL-6 y TNFa) y moleculares (GABA)
evaluados de tres diferentes modelos de dafio neuronal — modelo excitotdxico
evocado por acido quinolinico (QUIN); modelo de déficit energético evocado por acido
3-nitropropiénico (3-NP), y modelo de facilitacién toxica evocado por la utilizacion
conjunta de QUIN y 3-NP — tomados 30 dias después de la administracion de las
toxinas. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.0001. ANOVA de una via seguida por una prueba
de comparacion multiple de Newman-Keuls.



DISCUSION

Las alteraciones motoras provocadas por QUIN y 3-NP estan relacionadas a los
eventos excitotoxicos y al déficit energético producidos por dichas toxinas, lo cual
afecta la funcién de las células nerviosas, hasta el punto de ser incapaces de
integrar la mayoria de las funciones cinéticas. Estos eventos tdxicos son
caracterizados por la formacién de ERO/ERN, activacion de componentes pro-
inflamatorios y astrogliosis (Pérez-De La Cruz et al., 2008), denotando muerte

celular.

Los hallazgos conductuales de este trabajo muestran que la administracion
conjunta de dosis subtoxicas de QUIN y 3-NP provoca la disminucion de la
actividad locomotora después de una semana de administradas las toxinas, y ésta
persiste hasta los 30 dias, en los cuales también se observé una disminucién en
los patrones de locomocién horizontal, una conducta incontrolada como
movimientos estereotipados o extension de la rigidez en las patas traseras, de
acuerdo a reportes previos (Silva-Adaya et al., 2008). Estos eventos pudieron ser
debidos a la pérdida de neuronas GABAérgicas, lo cual se ve reflejado en los
niveles disminuidos de GABA. Estos resultados pueden explicarse mediante un
proceso de facilitacion téxica, lo cual quiere decir que la poca toxicidad evocada
por una toxina debio facilitar el mecanismo de toxicidad de la otra. Este evento se
ha explicado como una vulnerabilidad adicional al glutamato enddégeno que
presentan las neuronas debido a un defecto en el metabolismo energético
mitocondrial que puede secundariamente llevar a la muerte neuronal excitotoxica.
Con un metabolismo redox disminuido y una parcial despolarizacion de la
membrana celular, los canales io6nicos del receptor NMDA pueden ser mas
facilmente activados (Beal, 1992). Ciertos trabajos similares en disefio al presente,
en los cuales se utilizan de manera conjunta agonistas del receptor NMDA (como
NMDA, AMPA y L-Glutamato) y toxinas mitocondriales (como el malonato), esto
sugiere que existe un evento de potenciacién o sinergismo al administrar dosis
subtéxicas de dichas toxinas, tomando como marcador el grado de lesién estriatal

(Greene y Greenamyre, 1995; Bazzett et al., 1996). Adicionalmente, otros



procesos envueltos en la regulacién del calcio intracelular pueden verse afectados
(Beal, 1992), como lo explica el trabajo de Jacquard y colaboradores del 2006, en
el cual se argumenta que una moderada activacion del receptor NMDA combinada
con defectos no toxicos de la SDH mitocondrial (inhibicion de la SDH >35%)
pueden disparar de manera sinérgica una degeneracion estriatal masiva, lo cual
evidentemente dara como resultado alteraciones en la conducta motora. Los
resultados de este trabajo no muestran una potenciacion o un evento sinérgico en
la actividad locomotora, como podria haberse supuesto, tomando en cuenta el
trabajo de Jacquard, sino un evento de facilitaciéon tdxica, lo cual puede ser
explicado por la dosis subtoxica de 3-NP administrada (9 mg/Kg en 7 dias), que no
produce una inhibicion suficiente de la SDH para evocar un evento sinérgico,

como lo argumenta Jacquard en su trabajo.

En relacion a los grupos tratados con dosis subtoxicas, se observo que el grupo
de QUINst provocé la disminucion de la actividad locomotora después de 7 dias
de administrada la toxina y hasta después de 30 dias, donde también se distinguid
una disminucion en los patrones de locomocion horizontal. En cuanto al grupo de
3-NPst se observo una disminucion en la actividad locomotora después de 30 dias
de administrada la toxina. Como se pudo observar, los efectos provocados en el
grupo QUINst son practicamente iguales a los efectos del grupo QUINst+3NPst, lo
cual nos haria pensar que los patrones de toxicidad generados por el modelo
conjunto es debida mayoritariamente al QUIN, pero el hecho de que hubiese una
mayor disminucion de la actividad locomotora en QUINst+3NPst después de una
semana de administradas las toxinas, aunado a que el 3-NPst también disminuyd
la actividad motora (hasta los 30 dias), nos hace pensar que efectivamente existio
un evento diferente que aumento la toxicidad en el modelo conjunto, ya que las
dosis subtéxicas provocaron un evento toxico (minimo) en sus respectivos grupos
experimentales, solo que dependiente del tiempo, lo cual a su vez pudo ser debido
a que los mecanismos de proteccion celulares se vieron superados. De cualquier
forma, los efectos de cada uno de los modelos experimentales existentes

mediante la utilizacién de QUIN y/o 3-NP pueden ser similares entre si en algunos



marcadores, mientras que en otros no, lo que nos hace pensar en primera

instancia, en mecanismos toxicos diferentes.

Con respecto a los hallazgos conductuales relacionados con la administracion
toxica de QUIN y 3-NP, se puede decir que concuerdan con los datos ya
reportados en diferentes publicaciones (Shear et al.,, 1998; Silva-Adaya et al.,
2008; Pérez-De La Cruz et al., 2008), con un régimen experimental similar al del
presente trabajo, y las diferencias existentes pueden ser debidas a que hay una
gran variedad demétodos experimentales de administracion y dosificacion de las
toxinas, los cuales generan patrones locomotores diferentes. Asi mismo, otro
punto a resaltar es el lapso de tiempo de registro de la conducta motora utilizado
en los diferentes reportes, el cual en su mayoria se di6 durante una o dos
semanas, mientras que en el presente trabajo se evalué durante un mes, lo cual

dio mas tiempo para un mayor dafo estriatal.

El modelo de uso conjunto de QUIN y 3-NP ha sido poco estudiado. Algunos
marcadores evaluados en él son la peroxidacion lipidica y la funcionalidad
mitocondrial en modelos in vitro (Elinos-Calderdn et al., 2009; Pérez-De La Cruz et
al., 2008; Silva-Adaya et al., 2008; Jacquard et al., 2006). En condiciones in vivo,
Jacquard y colaboradores evaluaron algunos marcadores anatémicos e
histoquimicos, asi como la posible hipersensibilizacién de los receptores NMDA en
este modelo de administracion conjunta; ya en el 2008, Silva-Adaya y
colaboradores evaluaron la conducta de rotacion y los niveles estriatales de
GABA.

Se sabe que los modelos excitotdéxicos de dafno neuronal semejan de mejor
manera los estados tempranos de hiperactividad de diferentes patologias como los
de la enfermedad de Huntington (EH), mientras que el 3-NP mimetiza de mejor
forma los estados hipocinéticos tardios y posiblemente el inicio juvenil de la EH
(Borlongan et al., 1994). En este trabajo, nuestros resultados sugieren que el

modelo conjunto semeja mas los estados hipocinéticos que los hipercinéticos.



Por otra parte, procesos de activacién glial e inflamacién se ven relacionados
con la degeneracion neuronal — inducida por los eventos de excitotoxicidad,
formacion de ERO/ERN vy déficit energético evocados por la administracion de
QUIN y 3-NP — causante de las alteraciones motoras. El ingreso anormal de Ca**
evocado por la sobre-estimulacion de los receptores NMDA y la disminucion en los
niveles de ATP son los principales generadores de reacciones inflamatorias y

astrogliosis (Pérez-De La Cruz y Santamaria, 2007).

Con el fin de estimar el nivel de activacién glial e inflamaciéon evocado por el
modelo conjunto (QUINst+3NPst) propuesto en este trabajo, se evalud la
expresion inmunohistoquimica de GFAP, TNFa, IL-6 e iNOS. Primeramente, la
proteina acida fibrilar glial (GFAP), es una proteina de los filamentos intermedios
comunmente encontrada en astrocitos, y esta involucrada en diferentes funciones
celulares como la estructura y movimiento celular, comunicacion celular y
funcionamiento de la barrera hematoencefalica. EI aumento en su expresion es
evidente en diferentes situaciones comunmente referidas como activacion
astrocitica. En este sentido, es aceptado que varias enfermedades cuentan con
una proliferacion glial, lo cual es causado por la sobreregulacion del GFAP para
restablecer los margenes gliales alrededor del nucleo central del tejido (Gonzalez-
Cortés et al., 2008). Los reportes existentes sobre la activacion glial ejercida tanto
por QUIN como por 3-NP muestran que dosis toxicas de QUIN (240 nmol/pL)
producen una intensa reactividad contra GFAP, ademas de un extenso dafio al
neuropilo y aumento en la cantidad de nucleos picnoéticos (Silva-Adaya et al.,
2008). Por su parte, el 3-NP provoca una expresion masiva de GFAP con dosis
subcroénicas (7.5 mg/Kg por 2 dias) y una pérdida de células positivas para GFAP
con una intoxicacion cronica (Deshpande et al., 1997), lo cual se confirma por la
disminucion de la inmunoreactividad a GFAP y activacion microglial, asi como un
aumento en células apoptoéticas (Villaran et al., 2008); todos estos resultados
contenidos en células estriatales. Los hallazgos en este trabajo muestran que hay
un aumento en el numero de células reactivas a GFAP en el grupo QUINst+3NPst,
lo cual nos habla de una proliferacion glial debida a la toxicidad provocada por la

administracion conjunta a dosis subtoxicas, lo cual esta generando un modelo de



facilitacion téxica. Interesantemente, los grupos administrados con dosis
subtoxicas de QUIN o de 3-NP, por separado, también muestran un aumento en la
inmunoreactividad celular a GFAP, lo cual pudo ser debido a que el aumento en la
proliferacion glial es un proceso de proteccion celular muy sensible, y se presenta
con niveles de estrés minimos. Con respecto a los grupos administrados con dosis
toxicas de QUIN o 3-NP se pudo observar que tuvieron una inmunoreactividad
contra GFAP acorde a los datos ya publicados (Silva-Adaya et al., 2008;
Gonzalez-Cortés et al., 2008).

Otra molécula involucrada en eventos inflamatorios es el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNFa). Este factor es un polipéptido sintetizado y secretado por
células inmunes activadas, asi como por astrocitos y microglia, aunque también
puede ser encontrado como una molécula transmembranal sobre la superficie de
macrofagos y células T activadas. EI TNFa tiene un papel prominente en
reacciones inflamatorias ya que incrementa la permeabilidad endotelial, asi como
la expresidn de varias moléculas de adhesion en estas células, facilitando de esta
forma la adhesion de neutrdfilos, monocitos y linfocitos a la superficie capilar. El
TNFa también es responsable de la estimulacién de varias células para la
posterior liberacion de citocinas (IL-1, IL-6, G-CSF/GM-CSF y TNFa). La expresion
del TNFa en el cerebro se ve excepcionalmente aumentada después del
desarrollo de un estrés patoldgico, el cual puede ser producido por lesiones
cerebrales, isquemia y/o eventos infecciosos. La microglia y los astrocitos son
activados como resultado de cambios en el microambiente producido por
estimulos nocivos; posteriormente, estas células disparan la sobreproduccién de
TNFa y otras citocinas pro-inflamatorias — IL-1 e IL-6 — como parte de una

respuesta inflamatoria intrinseca del SNC (Gonzalez y Santamaria, 2007).

Se ha reportado que la administracion sub-crénica de 3-NP (15 mg/Kg/7 dias)
causa el incremento en los mediadores inflamatorios TNFa y 6xido nitrico (Ahuja
et al., 2008), mientras que la inflamacion mediada por la toxicidad inducida por
QUIN, aunque poco estudiada, también ha sido relacionada a la expresion de

citocinas como el TNFa en astrocitos (Pérez-De La Cruz y Santamaria, 2007).



Respecto a los resultados logrados en este trabajo, se observé que los grupos
subtéxicos mantuvieron una inmunoreactividad celular contra TNFa
estadisticamente muy parecida al grupo control, mientras que el grupo de
QUINst+3-NPst presentd un aumento en dicha reactividad de casi el doble con
respecto al grupo control, lo cual nos habla de la activacion de la microglia y los
astrocitos como parte de una reaccién inflamatoria debida a la toxicidad evocada
por la utilizacion conjunta de ambas toxinas. El resultado descrito para este
marcador es ligeramente diferente a los descritos anteriormente, ya que la
consecuencia del patrén de toxicidad inducida en este trabajo demuestra una
mayor diferencia del grupo conjunto con respecto a los grupos comparados
(control y subtdxicos), lo cual puede considerarse como una respuesta sinérgica
por parte de las toxinas, a diferencia de los marcadores anteriores en los cuales
hubo una facilitacion toxica; sin embargo, como ya ha sido mencionado, los
diferentes marcadores estudiados pueden responder de manera diferente a

distintos tratamientos.

De forma esperada, los resultados obtenidos en este trabajo en relacion a la
inmunoreactividad celular contra IL-6 evocada por los grupos experimentales
utilizados, concuerdan con los observados para TNFa, teniendo en cuenta que
este factor estimula la liberacién de IL-6; se observé que el grupo QUINst+3-NPst
tuvo un aumento en la reactividad celular contra IL-6 de casi el doble con respecto
al control, y los grupos subtdxicos permanecieron sin cambio aparente. La
Interteucina-6 (IL-6) es un polipéptido sintetizado y secretado por varias células,
abarcando microglia y astrocitos, en respuesta a una variedad de estimulos,
incluyendo otras citocinas como IL-1, TNFa, TNF-B, LPS, etc. Ha sido
ampliamente documentado que la sintesis de IL-6 en el SNC se dispara en
respuesta a dafios y/o infecciones; sin embargo, algunos reportes describen la
expresion de esta citocina bajo condiciones fisiologicas. La microglia humana
también produce IL-6 en respuesta a lipopolisacaridos y TNFa, probablemente
debido a la activacion de vias de transduccién responsables de la senalizacién de
la proteina cinasa C (PKC) o ceramida, lo que resulta en la activacion del factor de

transcripcion NF-kB (Gonzalez y Santamaria, 2007). Previos reportes sefialan que



la inyeccion de QUIN (240 nmol/uL) provoca un aumento considerable en la
expresion de IL-6 en el estriado, ademas de una regulacion masiva, pero
transitoria, de ARN mitocondrial de IL-6 (Gonzalez-Cortez et al., 2008; Schiefer et
al., 1998). Los datos obtenidos en este trabajo con respecto a la utilizacion de

dosis téxicas de QUIN o 3-NP concuerdan con los reportes existentes.

El ultimo marcador de eventos inflamatorios utilizado en este trabajo es la
inmunoreactividad celular contra la Sintasa de Oxido Nitrico inducible (iNOS). La
iINOS es una enzima localizada en las células gliales (astocitos y microglia) y
sintetiza 6xido nitrico (NO) a partir de la L-arginina sin la participacién del Ca?*. La
iINOS no se encuentra presente en el SNC bajo condiciones fisioldgicas; ésta es
inducida por lipopolisacarido (LPS) y algunas citocinas como el interferén-y (IFNy),
TNFa e IL-1B, las cuales a su vez actuan por medio de receptores especificos en
la membrana celular. EI NO producido por iNOS parece ser una llave mediadora
para la muerte celular neuronal inducida por células gliales, ya que las altas
concentraciones de NO conducen a la inhibicion de la respiraciéon celular, a la
liberacion rapida de glutamato por astrocitos y neuronas, y una muerte neuronal
excitotoxica subsecuente. En particular, el NO parece ser un potente inhibidor de
la respiracién mitocondrial bajo condiciones in vitro debido a su unién reversible
con la citocromo oxidasa en competencia directa con oxigeno, resultando en la
reduccion de la produccion de energia (Gonzalez y Santamaria, 2007). Los
resultados arrojados por esta investigacion apuntan a que la administracion
conjunta de dosis subtéxicas de QUIN y 3-NP induce la sintesis de iINOS, lo que
nos habla de un aumento en el NO, que como se menciondé anteriormente, puede
promover la inhibicion de la respiracién celular; esta inhibicién por la union de NO
con la citocromo oxidasa pudo generarse como un evento provocado por la
minima inhibicion de la SDH por el 3-NP o la moderada excitotoxicidad evocada
por QUIN, debido a la facilitacién toxica evocada por las dosis subtoxicas de las
toxinas utilizadas. Los grupos de QUINst y 3-NPst no provocaron una sintesis
evidente de iINOS. Los modelos toxicos de QUIN y 3-NP evaluados en el presente

trabajo mostraron una induccién de la sintesis de iINOS acorde a lo ya reportado



en algunos trabajos con estos modelos (Gonzalez-Cortés et al., 2008; Tunez et al.,
2010).

El aumento en los niveles de expresion de los cuatro diferentes marcadores pro-
inflamatorios en el grupo de QUINst+3-NPst, donde se utilizaron conjuntamente
dosis subtoxicas de ambas toxinas, puede ser explicado por un evento de
facilitacion toxica, el cual es debido al suficiente aumento de Ca®* intracelular
evocado por la combinacion del efecto producido por el ligero dafio mitocondrial
desatado por la inhibicion de la SDH (<35 %), lo cual provoca un desbalance del
Ca?" intracelular, y éste aumenta debido a la moderada entrada de Ca®'
extracelular por la estimulacién de los receptores NMDA. El aumento en el Ca?*
intracelular potencia la generacion de radicales libres y dispara diversas vias
metabdlicas que pueden llevar a muerte celular (Jacquard et al., 2006; Beal,
1992). Todos estos procesos van acompafiados de diversos mecanismos
celulares de proteccion en respuesta al dafio téxico primario; tal es el caso de la

activacion de células gliales e inflamacion.

Con respecto al efecto que tuvo el régimen de administracion de las toxinas en
los diferentes grupos sobre los niveles estriatales del acido y-aminobutirico
(GABA), se puede decir que el grupo con la administracion conjunta de QUIN y 3-
NP causo la disminucién en estos niveles, lo cual indica la muerte de neuronas
GABAérgicas; este evento no se presento en los grupos de QUINst y de 3-NPst, lo
cual nos permite inferir que hubo un evento de facilitacion téxica evocado por las
dosis subtodxicas en el grupo de QUINst+3-NPst; este resultado concuerda con el
descrito por Silva-Adaya en el 2008 y con los hallazgos conductuales, donde la
disminucion de la locomocién esta ligada tipicamente a pérdida de neuronas
GABAérgicas. Este resultado también simula esta caracteristica especifica de la
EH.

En dosis tdéxicas, ambos compuestos provocan la degeneraciéon de neuronas
medianas GABAérgicas (Guyot et al., 1997; Foster et al., 1983). Este hecho fue
recreado en este trabajo solo para el caso del modelo con 3-NP; para el modelo

con QUIN los niveles estriatales de GABA no disminuyeron como seria lo previsto,



lo cual pudo ser debido a que la cuantificacion cromatografica de GABA se llevé a
cabo al mes de administrada la toxina, tiempo en el cual pudo llevarse a cabo un
evento de neurogénesis en el cuerpo estriado lesionado, a partir de células
enddgenas progenitoras capaces de generar nuevas neuronas para reemplazar la
perdida de estas (Tattersfield et al., 2004; Collin et al.,, 2005). Aunque poco
probable, esta hipdtesis es factible. De igual manera, los procesos de plasticidad
estriatal pudieron haber conferido resistencia a las células estriatales, debido al

hecho de que se emplearon dosis subtdxicas no letales para los modelos.

En el presente estudio se evaluaron las alteraciones en la conducta motora
evocadas por el modelo conjunto, arrojando como resultado patrones hipocinéticos
presentes a partir de los siete dias de administradas las toxinas; sin embargo, no
se puede argumentar algo concluyente debido a que, por separado, las dosis
subtoxicas de las toxinas provocan también un ligero efecto hipocinético. Por otra
parte, se observé un aumento significativo de la inmunoreactividad a los cuatro
marcadores pro-inflamatorios evaluados (GFAP, TNFa, IL-6 e iINOS), evidencia de
procesos de dafio neuronal, y, finalmente, una clara disminucion de GABA, lo que

nos habla de muerte neuronal.

Estos resultados, en su conjunto, no muestran una potenciacién o sinergismo
completo de los procesos toxicos evocados por QUIN y 3-NP en dosis subtoxicas,
aunque si se observé un evento de facilitacion toxica. Posiblemente observamos
que nuestro modelo es de facilitacion toxica y no sinérgico debido a que éste se
observa cuando hay una inhibicion de SDH de mas del 35% (~ 35 mg/Kg/dia)
(Jacquard et al, 2006), o bien, puede que sea sinérgico para otros marcadores de
dafo pero no para los evaluados en este trabajo. Sin embargo, este modelo
representa una herramienta para el estudio de mecanismos involucrados en
diferentes patologias que tienen como factores comunes la excitotoxicidad y el

déficit energético.



CONCLUSIONES

El modelo de utilizacion conjunta de dosis subtéxicas de QUIN y 3-NP empleado
en este trabajo puede ser una herramienta funcional para una evaluacion mas
profunda de los diferentes procesos presentes en la degeneracion neuronal,
teniendo en cuenta que en él se caracterizan dos de los eventos toxicos mas
importantes presentes en la degeneracion neuronal acontecida en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington, la excitotoxicidad y el

déficit energético.

La evaluacion de marcadores conductuales, pro-inflamatorios y de activacion
glial, asi como bioquimicos, sugieren que la administracion de una dosis subtoxica
de 3-NP mas una dosis subtoxica de QUIN provoca un evento téxico que conlleva
la presencia de patrones hipocinéticos, aumento significativo en la reactividad
celular a GFAP, TNFa, IL-6 e iNOS, y disminucién en los niveles celulares de
GABA. Estos datos no definen un evento sinérgico en el modelo de utilizacion

conjunta de QUIN y 3-NP, pero si un caso de facilitacion toxica.



PERSPECTIVAS

El modelo experimental de degeneracion neuronal evocado por la utilizacién
conjunta de QUIN y 3-P mostrd, en este trabajo,representar adecuadamente
algunas de las deficiencias motoras, asi como ciertas caracteristicas pro-
inflamatorias y neuroquimicas, presentes en enfermedades neurodegenerativas,
como lo es la Enfermedad de Huntington. Es por esta razon que resulta ser una
herramienta efectiva para el estudio y la comprension de los procesos

fisiopatologicos observados en la degeneracion celular.

Siendo un modelo relativamente nuevo, y por esto, poco estudiado, las
posibilidades de investigacion son muy grandes. Una perspectiva inicial seria la
estandarizacién de las dosisaplicadas y la forma en como son administradas
ambas toxinas. En este sentido, seria bueno el caracterizar diferentes niveles de

toxicidad (facilitacion, sinergismo, potenciacion).

Por otro lado, es necesario descartar la participaciéon de sustancias diferentes a
QUIN o 3-NP en el proceso neurodegenerativo, es decir, sustancias fuera del
sistema nervioso que pudieran ser activadas por QUIN o por 3-NP y que no estén

directamente relacionadas a procesos excitotoxicos y/o de déficit energético.

Una vez que el modelo experimental esté caracterizado en su totalidad sera
indispensable estudiar el efecto de diversas sustancias potencialmente
terapéuticas (ej. antioxidantes) sobre los diferentes marcadores de degeneracion

neuronal.

Adicionalmente, el estudio de las interacciones entre el déficit energético
provocado por 3-NP y la excitotoxicidad evocada por QUIN sera imperioso para un

mejor entendimiento del proceso téxico.
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ANEXO A
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Estructura

En el sistema nervioso central (SNC) existen dos clases de células, las células
nerviosas (neuronas) y células gliales (glia). La neurona tiene cuatro regiones
definidas morfolégicamente: el cuerpo celular, las dendritas, el axén y las
terminales presinapticas. El cuerpo celular (soma) es el centro metabdlico de la
célula. Contiene el nucleo, que almacena los genes de la célula, asi como el
reticulo endoplasmico rugoso, una extension del nucleo donde se sintetizan las
proteinas de la célula. El cuerpo celular habitualmente es el origen de dos clases
de prolongaciones, varias dendritas cortas y un unico axén largo y tubular. Las
dendritas se ramifican como un arbol y son el aparato principal de recepcion de
senales procedentes de otras neuronas. Por el contrario, el axén sale del cuerpo
celular y es la principal unidad de conduccion de sefales a otras neuronas. Estas
sefales eléctricas, denominadas potenciales de accion, son impulsos nerviosos
rapidos, fugaces, todo o nada, con una amplitud de 100mV y una duracion
aproximada de 1 ms. Cerca de su terminacion, el axon tubular se divide en finas
ramas que forman los lugares de comunicacién con otras neuronas. El punto en el
que se comunican dos neuronas se conoce como sinapsis. La neurona que
transmite la sefal se denomina célula presinaptica, la que recibe la sefial se
denomina célula postsinaptica. La neurona presinaptica transmite sefales de las
ramas engrosadas de su axon, conocidas como terminales presinapticas. Sin
embargo, una célula presinaptica no tiene contacto real o anatémico con la

neurona postsinaptica.
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nervioso humano. (Tomada de Neuroscience, Sinauer Associates, Inc. 2001)

Las células gliales superan con mucho en numero a las neuronas, hay entre 10 y

50 veces mas células gliales que neuronas en el SNC de los vertebrados. Las

células gliales rodean los cuerpos celulares, los axones y las dendritas de las

neuronas. Hasta el momento se sabe que la glia no participa directamente en la

elaboracion de la informacion, pero se piensa que desempefia funciones como dar



estructura al encéfalo sosteniendo las neuronas, produciendo mielina empleada
para aislar los axones, que son las prolongaciones celulares de las neuronas que
conducen sefiales eléctricas, fagocitando detritos tras lesiones impidiendo la
muerte neuronal, captando transmisores quimicos, dando direccion a las neuronas
que migran durante el desarrollo cerebral y a los axones en crecimiento, regulando
de las propiedades de la terminal presinaptica en vertebrados, ayudando en la
formacion de un revestimiento impermeable en los capilares y vénulas del
encéfalo (barrera hematoencefalica) y, posiblemente, liberando factores de

crecimiento y ayudando de otras formas a nutrir las neuronas.

Las células gliales del sistema nervioso de los vertebrados se dividen en dos
tipos principales, la microglia y la macroglia. La microglia esta constituida por
fagocitos que se movilizan después de una lesién, una infeccion o una
enfermedad. Surgen de los macréfagos del exterior del sistema nervioso y tanto
fisiolégica como embriolégicamente carecen de parentesco con los restantes tipos
celulares del sistema nervioso. Estas células se activan y son reclutadas durante
una infeccion, los traumatismos vy las crisis epilépticas. La célula activada tiene un
apéndice mas robusto y ramificado que las células inactivas, y expresa una gama
de antigenos, lo que sugiere que puede actuar como la principal célula
presentadora de antigenos en el SNC. En el sistema nervioso de los vertebrados
predominan tres tipos de células de macroglia, los ologodendrocitos, las células de
Schwann y los astrocitos. Los oligodendrocitos, presentes unicamente en el SNC,
y las células de Schwann, presentes solo en el sistema nervioso periférico (SNP),
son células pequefias provistas de un numero relativamente escaso de apéndices.
Ambos tipos desempefan la tarea de aislar los axones, formando una vaina de
mielina tras enrollar alrededor del axén una apretada espiral con sus
prolongaciones membranosas. Los astrocitos son las células gliales mas
numerosas Yy deben su nombre a sus cuerpos celulares irregulares, mas o menos
en forma de estrella. Tienden a tener apéndices muy largos, algunos de los cuales
finalizan en pies terminales. Algunos pies terminales situados en la superficie de
las neuronas del encéfalo y la medula espinal pueden desempefiar un papel

importante a la hora de aportar nutrientes a estas células. Otros astrocitos sittuan



sus pies terminales sobre los vasos sanguineos del encéfalo y hacen que las
células endoteliales del vaso formen las zonas ocluyentes, creando asi la barrera
hematoencefalica protectora. Los astrocitos también ayudan a mantener la
concentracion correcta de iones de potasio en el espacio extracelular entre las

neuronas (Kandel et al., 2000).

Estructuralmente el SNC consta de la médula espinal y el encéfalo. El encéfalo
esta compuesto de seis regiones, cada una de las cuales se puede subdividir en
varias areas diferenciadas desde el punto de vista anatémico y funcional. Las seis
partes principales del encéfalo son el bulbo, la protuberancia, el cerebelo, el
mesencéfalo, el diencéfalo y los hemisferios cerebrales o telencéfalo. Cada una de
estas divisiones se encuentra en los dos hemisferios del encéfalo, pero pueden

diferir en su tamafio y su forma.
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Neuroscience, Sinauer Associates, Inc. 2001).



La médula espinal es la parte mas inferior del sistema nervioso central. Se
extiende desde la base del craneo hasta la primera vértebra lumbar. La medula
espinal recibe informacién sensitiva de la piel, las articulaciones y los musculos del
tronco y las extremidades, ademas contiene a las neuronas motoras responsables

tanto de los movimientos voluntarios como los reflejos.

La medula se divide en sustancia gris, que contiene los cuerpos neuronales, y a
su vez se divide normalmente en astas anteriores y posteriores. El asta posterior
contiene una disposicién ordenada de neuronas sensitivas de relevo que reciben
informacién de la periferia, mientras que el asta anterior contiene los nucleos
motores que inervan los musculos especificos. La sustancia blanca esta
constituida por las vias longitudinales de axones mielinicos que forman las vias
ascendentes a través de las cuales la informacion sensitiva llega al encéfalo, y las
vias descendentes portadoras de las ordenes motoras y las influencias

reguladoras procedentes del mismo.

Las tres divisiones siguientes del sistema nervioso central, por encima de la
médula espinal (el bulbo raquideo, la protuberancia y el mesencéfalo), se
denominan en su conjunto tronco encefalico. El tronco encefalico se continua con
la medula espinal y contiene grupos diferenciados de células nerviosas que
contribuyen a diversos sistemas sensitivos y motores. La médula espinal es la
mediadora de la sensibilidad y el control motor del tronco y las extremidades,
mientras que el tronco encefalico se ocupa de la sensibilidad y el control motor de

la cabeza, el cuello y la cara.

El bulbo raquideo es la extension dorsal directa de la medula espinal y se parece
a ella tanto en su organizacion como en la funcién. En el bulbo raquideo hay
grupos neuronales que participan en la regulacién de la presion arterial y la
respiracion. El bulbo contiene también grupos neuronales que forman parte de los
primeros relevos que participan en el gusto, el oido y el mantenimiento del

equilibrio, asi como el control de los musculos del cuello y cara.



La protuberancia esta situada rostralmente al bulbo raquideo y forma una
prominencia en la superficie ventral del tronco encefalico. La porcion ventral dela
protuberancia contiene un gran numero de grupos neuronales, los nucleos
protuberanciales, en los que hace relevo la informacién sobre el movimiento y la
sensibilidad transmitida desde la corteza cerebral al cerebelo. La porcion dorsal de
la protuberancia contiene estructuras que participan en la respiracion, el gusto y el

sueno.

El mesencéfalo, la parte mas pequena del tronco encefalico, esta en posicidon
rostral a la protuberancia. Las neuronas del mesencéfalo establecen vinculos
importantes entre los componentes de los sistemas motores, en especial el
cerebelo, los ganglios basales y los hemisferios cerebrales. Por ejemplo, la
sustancia negra, un nucleo diferenciado del mesencéfalo, proporciona aferencias
importantes a la porcion de los ganglios basales que regula los movimientos
voluntarios. El mesencéfalo contiene también componentes de los sistemas
auditivo y visual. Finalmente varias regiones del mesencéfalo estan conectadas
con los musculos oculares extrinsecos y con la via principal de control de los

movimientos oculares.

El cerebelo, situado sobre la protuberancia, contiene un numero mayor de
neuronas que cualquier otra subdivision del encéfalo, incluidos los hemisferios
cerebrales. Sin embargo, sus tipos celulares son relativamente escasos, lo que
hace que sus circuitos sean bien conocidos. La superficie, o corteza cerebelosa,
esta dividida en varios I6bulos separados por hendiduras netamente visibles. El
cerebelo recibe aferencias somatosensoriales de la médula espinal, informacion
motora de la corteza cerebral, y aferencias sobre el equilibrio procedente de los
organos vestibulares del oido interno. Es importante para mantener la postura y
para coordinar los movimientos de la cabeza y ojos, y participa también en el
ajuste fino de los movimientos musculares y el aprendizaje de las habilidades
motoras. Estudios recientes han revelado que el cerebelo también participa en el

lenguaje y otras funciones cognitivas. En la base de estas funciones se



encuentrauna muy importante entrada de informacién de las regiones de

asociacion sensitiva de la neocorteza a los nucleos protuberanciales.

El diencéfalo contiene dos subdivisiones importantes: el talamo y el hipotalamo.
El tdlamo es un eslabén esencial en la transferencia de la informacion sensitiva
(diferente de la olfatoria) desde los receptores periféricos a las regiones de
procesamiento sensitivo de los hemisferios cerebrales. El talamo determina si la
informaciéon sensitiva alcanza la consciencia de la neocorteza. También participa
en la integracion de la informacion motora del cerebelo y los ganglios basales y
transmite esta informacion a las regiones de los hemisferios cerebrales que se
ocupan del movimiento. El diencéfalo tiene también regiones a las que se atribuye,
como la formacion reticular, influencia en los niveles de atencién y consciencia. El
hipotalamo esta en situacién ventral al talamo y regula varias conductas
esenciales para la homeostasis y la reproduccién. Controla diversas funciones
corporales como el crecimiento, el comer, el beber y la conducta maternal,
regulando las secreciones de la hipdfisis. El hipotalamo influye también en la
conducta por su amplia red de conexiones aferentes y eferentes con
practicamente la totalidad del SNC. Una parte del hipotalamo, el nucleo
supraquiasmatico, regula los ritmos circadianos, conductas ciclicas arrastradas por

el ciclo luz-oscuridad diario.

Los hemisferios cerebrales forman la region mas grande del encéfalo humano.
Consisten en la corteza cerebral, la sustancia blanca subyacente, y tres
estructuras profundas: los ganglios basales, el nucleo amigdalino y la formacion
del hipocampo. Los hemisferios cerebrales se ocupan de funciones perceptivas,
motoras y cognitivas, incluidas la memoria y la emocién. Los dos hemisferios
estan conectados entre si por el cuerpo calloso, un conjunto llamativo de fibras
que conectan regiones simétricas en ambos hemisferios. El cuerpo calloso, visible
en la cara medial de los hemisferios, es la mayor de las comisuras, estructuras
que contienen fibras que unen fundamentalmente regiones similares del lado

izquierdo y derecho del encéfalo. El nucleo amigdalino esta relacionado con la



conducta social y la expresion de las emociones, el hipocampo con la memoria y

los ganglios basales con el control de los movimientos finos. (Kandel et al., 2000).

Funciones

El sistema nervioso es una estructura bilateral y esencialmente simétrica con
siete partes fundamentales: médula espinal, bulbo raquideo, protuberancia,
cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo y los hemisferios cerebrales. Las diferentes
regiones del cerebro estan especializadas en diferentes funciones, lo cual es uno

de los fundamentos de la ciencia moderna del cerebro.

Todas las funciones conductuales del cerebro — el procesamiento de la
informacion sensitiva, la programacion de las repuestas motoras y emocionales, la
actividad vital de almacenar informacion (memoria) - son desempefadas por
conjuntos especificos de neuronas conectadas entre si. Muchas funciones
sensitivas, motoras y cognitivas son realizadas por mas de una via nerviosa.
Cuando una regién funcional o via esta lesionada, otras pueden compensar

parcialmente la pérdida (Kandel et al., 2000).

Los circuitos o vias que procesan tipos similares de informacion comprenden
sistemas neurales. La distincion funcional mas general divide estas selecciones en
sistemas sensitivos, que adquieren y procesan informacion del entorno, y sistemas
motores, que responden a esta informacion generando movimientos y otras
conductas. Sin embargo, hay gran cantidad de células y circuitos que se ubican
entre estos sistemas aferente y eferente relativamente bien definidos. Estos se
denominan en conjunto sistemas de asociacion y median las funciones encefalicas

mas complejas y menos caracterizadas (Purves et al., 2006).
Sistemas Sensitivos
La sensibilidad implica la capacidad para traducir, codificar y finalmente percibir

informacién generada por los estimulos que se originan en el medio ambiente

externo e interno. Gran parte del cerebro se dedica a estos aspectos. Aunque los



sentidos basicos (la sensibilidad somatica, la visién, la audicién, la sensacién
vestibular y los sentidos quimicos) son muy diferentes entre si, algunas reglas
fundamentales gobiernan la forma en que el sistema nervioso se ocupa de cada
una de estas modalidades. Los receptores convierten la energia asociada con las
fuerzas mecanicas, la luz, las ondas sonoras, las moléculas con olor o las
sustancias quimicas ingeridas en sefiales nerviosas —sefales sensitivas aferentes-
que transmiten informacién acerca del estimulo al encéfalo. Estas sefiales
sensitivas aferentes activan las neuronas centrales capaces de representar tanto
la naturaleza cualitativa como la cuantitativa del estimulo y, en algunas

modalidades, la localizacion del estimulo en el espacio.

El sistema somatosensorial tiene dos componentes principales: un subsistema
para la deteccién de estimulos mecanicos (p. €j., tacto leve, vibracion, presion y
tension cutanea) y un subsistema para la deteccion de los estimulos dolorosos y la
temperatura. En conjunto, estos dos subsistemas brindan a los seres humanos y
otros animales la capacidad para identificar las formas y las texturas de los
objetos, controlar las fuerzas internas y externas que actuan sobre el organismo
en cualquier momento, y detectar situaciones que pueden ser nocivas. El
procesamiento mecanosensitivo de los estimulos externos se inicia por la
activacion de wuna poblacién diversa de mecanoreceptores cutaneos vy
subcutaneos en la superficie corporal que transmiten informacién hasta el SNC
para su interpretacion, y finalmente para la accidn. Receptores adicionales
localizados en los musculos, las articulaciones y otras estructuras profundas
controlan las fuerzas mecanicas generadas por el sistema musculo-esquelético y
se denominan propioceptores. La informacién mecanosensitiva es transmitida al
encéfalo por varias vias ascendentes que se encuentran paralelas a través de la
medula espinal, el tronco encefalico y el talamo, para alcanzar la corteza
somatosensitiva primaria en la circunvolucién poscentral del |6bulo parietal. La
corteza somatosensitiva primaria se proyecta a su vez a las cortezas de
asociacion de orden superior en el l6bulo parietal, y de nuevo a las estructuras
subcorticales involucradas en el procesamiento de la informacion somatosensitiva.

Con respecto al dolor, son los nociceptores los responsables del inicio de la



sensacién dolorosa. Al igual que otros receptores cutdaneos y subcutaneos,
traducen distintos estimulos en potenciales del receptor, que a su vez

desencadenan potenciales de accion aferentes.

La vision es un sentido que consiste en la habilidad de detectar la luz y de
interpretarla. El sentido de la vista permite que el cerebro perciba las formas, los
colores y el movimiento; este es el modo en el que vemos el mundo (Purves et al.,
2006). Los ojos convierten la energia del espectro visible en potenciales de accion
en el nervio optico. Las imagenes de los objetos existentes en el medio son
enfocadas sobre la retina y los rayos luminosos que inciden sobre ella producen
los potenciales generadores en los conos y los bastones. Los impulsos que se
inician en la retina son conducidos a la corteza cerebral donde producen la

sensacion visual (Ganong, 1982).

Los receptores de dos modalidades sensoriales, los de la audicion y los del
equilibrio, se encuentran alojados en el oido. El oido externo, el oido medio y la
coclea del oido interno estan relacionados con la audicion (sistema auditivo); en
cambio, los canales semicirculares, el utriculo y probablemente el saculo del oido
interno, se encuentran relacionados con el equilibrio (sistema vestibular). En el
sistema auditivo, el oido externo canaliza la energia acustica, el oido
mediotransforma la energia acustica en energia mecanica, transmitiéndola y
amplificandola hasta el oido interno y el oido interno realiza la transformacion
definitiva de la energia mecanica en impulsos eléctricos. En el sistema vestibular
el utriculo y el saculo informan de la posicién de la cabeza en relacién con el
suelo. Sobre los cilios de sus células sensoriales se hallan unos pequefios
cristales de carbonato calcico llamados otolitos. Sus células sensoriales generan
impulsos que llegan hasta el cerebelo, lo que nos permite mantener el equilibrio a

pesar de que realicemos desplazamientos, giros o aceleraciones. (Ganong, 1982).

La deteccidon de las sustancias quimicas en el medio ambiente depende de tres
sistemas sensitivos: el olfato, el gusto y el sistema quimiosensitivo trigeminal o
general. El sistema olfatorio percibe las moléculas transmitidas por aire

denominadas sustancias odoriferas. El sistema gustativo detecta principalmente



las moléculas hidrosolubles ingeridas denominadas sustancias gustativas. Por
ultimo, el sistema quimiosensitivo trigeminal proporciona informacion respecto de
las moléculas irritantes o nocivas que entran en contacto con la piel o las
membranas mucosas de los ojos, la nariz y la boca. Estos tres sistemas
quimiosensitivos se basan en receptores en la cavidad nasal, la boca o el rostro
que interactuan con las moléculas relevantes y generan potenciales de accion,
para transmitir informacién acerca de los estimulos a las regiones apropiadas del

sistema nervioso central (Purves et al., 2006).

Sistemas Motores

Los movimientos, sean voluntarios o involuntarios, son producidos por patrones
espaciales y temporales de contracciones musculares orquestadas por el encéfalo
y la médula espinal. El circuito del tronco del encéfalo y la médula espinal hacen
posible los movimientos reflejos elementales, asi como los circuitos que organizan
los patrones intrincados de actividad neural responsables de actos motores mas
complejos. Todos los movimientos producidos por la musculatura esquelética son
iniciados por neuronas motoras “inferiores” en la médula espinal y el tronco del
encéfalo que inervan directamente los musculos esqueléticos; la inervacién de los
musculos lisos viscerales esta organizada en forma separada por las divisiones
auténomas del sistema nervioso visceral. Las neuronas motoras inferiores estan
controladas de manera directa por circuitos locales en el interior de la médula
espinal y el tronco del encéfalo que coordinan grupos musculares individuales, y
en forma indirecta por las neuronas motoras “superiores” en los centros superiores
que regulan esos circuitos locales, que permiten y coordinan asi secuencias
complejas de movimientos. Son especialmente importantes los circuitos de los
ganglios basales y el cerebelo, que regulan las neuronas motoras superiores; esto
asegura que los movimientos se realicen con precision espacial y temporal
(Purves et al., 2006).

Los sistemas motores pueden realizar muchas tareas motoras diferentes —

reflejas, ritmicas y voluntarias - con velocidad y precision debido a dos



caracteristicas de su organizacion funcional. Primero, el procesamiento de las
aferencias sensitivas y de las 6rdenes de las neuronas motoras y de los musculos
ésta distribuido en areas de la médula espinal, el tronco encefalico y el
procencéfalo interconectadas jerarquicamente. Cada nivel posee circuitos que
pueden, por sus conexiones de entrada y salida, organizar y regular respuestas
motoras complejas. Segundo, la informacién sensitiva relacionada con el

movimiento es procesada en diferentes sistemas que operan en paralelo.

La médula espinal es el nivel inferior de esta organizacion jerarquica. Contiene
los circuitos neuronales que median diversos reflejos y automatismos ritmicos
como la locomocion y el rascado. En el tronco encefalico estan localizados
circuitos similares que gobiernan los movimientos reflejos de la cara y la boca. El
circuito nervioso mas simple es monosinaptico; comprende solo la neurona
sensitiva primaria y la neurona motora. Sin embargo, la mayoria de los reflejos
estan mediados por circuitos polisinapticos, en los que entre una neurona sensitiva
primaria y la neurona motora hay interpuestas una o mas interneuronas. Las
interneuronas y las neuronas motoras reciben también aferencias de axones que
descienden de los centros superiores. Estas sehales supramedulares pueden
modificar las respuestas reflejas a los estimulos periféricos, facilitando o
inhibiendo diferentes poblaciones de interneuronas. Sin embargo, todas las
ordenes motoras terminan por converger sobre las neuronas motoras, cuyos
axones abandonan la médula espinal o el tronco encefélico para inervar los
musculos esqueléticos. Asi, las neuronas motoras son la via final comun de toda

accion motora.

El siguiente nivel de la jerarquia motora ésta en el tronco del encéfalo. Dos
sistemas de neuronas del tronco encefalico, el medial y el lateral, reciben
aferencias de la corteza cerebral y los nucleos subcorticales, y se proyectan hacia
la médula espinal. Los sistemas descendentes mediales del tronco encefalico
contribuyen al control de la postura, integrando informacion visual, vestibular y
somatosensitiva. Los sistemas descendentes laterales controlan los musculos mas

distales y por lo tanto son importantes para los movimientos dirigidos a objetivos,



en particular del brazo y de la mano. Otros circuitos del tronco encefalico controlan

los movimientos de los ojos y de la cabeza.

La corteza es el nivel mas alto del control motor. La corteza motora primaria y
varias areas premotoras se proyectan directamente hacia la médula espinal a
través del fasciculo corticoespinal, y también regulan los haces motores que se
originan en el tronco encefélico. Las areas premotoras son importantes para
coordinar y planificar secuencias complejas de movimiento. Reciben informacion
de la corteza asociativa parietal posterior y la corteza prefrontal y se proyectan

hacia la corteza motora primaria, asi como a la médula espinal.

La variedad de circuitos de reflejos en la medula espinal y en el tronco encefalico
simplifica las instrucciones que la corteza debe enviar a niveles inferiores.
Facilitando algunos circuitos e inhibiendo otros, los niveles superiores pueden
permitir que las aferencias sensitivas en los niveles inferiores gobiernen los
detalles temporales de un movimiento en evolucion. La cronologia de la activaciéon
de los musculos agonistas y antagonistas es intrinseca al circuito medular y por lo
tanto las propias sefiales descendentes no necesitan una sincronizacion tan

precisa.

Ademas de los tres niveles jerarquicos — médula espinal, tronco encefalico y
corteza - otras dos partes del encéfalo regulan también la planificacién y la
ejecucion del movimiento. El cerebelo y los ganglios basales proporcionan
circuitos de retroacciéon que regulan las areas motoras corticales y del tronco
encefalico: reciben aferencias de diferentes areas de la corteza y se proyectan a
areas motoras de la corteza a través del talamo. Los circuitos en bucle de estas
dos estructuras fluyen a través de areas separadas del talamo y a diferentes areas
corticales. De forma similar, también las aferencias que reciben de la corteza son
independientes. El cerebelo y los ganglios basales no envian aferencias
importantes a la médula espinal, pero si actuan de forma directa sobre las

neuronas motoras del tronco encefalico (Kandel et al., 2000).
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Fig. 17 Desinhibicién en las vias directa e indirecta a través de los ganglios basales. A) en la via
indirecta, proyecciones transitoriamente inhibitorias del caudado y putamen proyectan a
neuronas inhibitorias activas ténicamente en el segmento interno del globo palido, el cual
se proyecta a su vez al complejo VA/VL del talamo. También son vistos impulsos
excitatorios al caudado y putamen transitoriamente provenientes de la corteza y la
sustancia negra, asi como un impulso excitatorio del talamo de regreso a la corteza. B)
En la via indirecta, neuronas inhibitorias transitoriamente activas del caudado y putamen
se proyectan a neuronas inhibitorias transitoriamente activas del segmento externo del
globo palido. Notese que la influencia del impulso dopaminérgico nigral sobre las
neuronas en la via indirecta es inhibitorio. Las neuronas del globo palido (segmento
externo) se proyectan hacia el nucleo subtalamico, el cual también recibe un fuerte
impulso excitatorio proveniente de la corteza. El nucleo subtaldmico, a su vez, proyecta
neuronas hacia el globo palido (segmento interno), donde su unidad excitatoria transitoria
actua oponiéndose a la accion deshinibitoria de la via directa. De este modo, la via
indirecta modula el efecto de la via directa (Tomada de Neuroscience, Sinauer Associates
Inc., 2001).



Sistemas de Asociacion

Las cortezas de asociacion incluyen la mayor parte de la superficie cerebral del
encéfalo humano y son responsables en gran medida del procesamiento complejo
que tiene lugar entre la llegada de las aferencias a las cortezas sensitivas
primarias y la generacion del comportamiento. Las diversas funciones de las
cortezas de asociacion se denominan vagamente cognicién, término que
literalmente significa el proceso por el cual llegamos a conocer el mundo. Mas
especificamente, la cognicion se refiere a la capacidad de prestar atencién a los
estimulos externos o a la motivacién interna, de identificar el significado de esos
estimulos y de planificar respuestas significativas. Las aferencias hacia las
cortezas de asociacion incluyen proyecciones desde las cortezas sensitivas
primarias y secundarias, el talamo y el tronco del encéfalo. Las eferencias desde
las cortezas de asociacion alcanzan el hipocampo, los ganglios basales y el

cerebelo, el talamo y otras cortezas de asociacion (Purves et al., 2006).

Cada corteza sensitiva primaria se proyecta a areas de la corteza sensitiva
proximas de orden superior, llamadas areas de asociacion unimodal, que integran
la informacion aferente de una unica modalidad sensorial. Las areas de asociacion
unimodales se proyectan a su vez a las éareas de asociacion sensorial
multimodales que integran la informacién de mas de una modalidad sensorial.
Finalmente, las areas de asociacion sensorial multimodales se proyectan a las
areas de asociacidon motoras multimodales localizadas rostralmente a la corteza
motora primaria en el Iébulo frontal. Las areas motoras de orden superior
transforman la informacion sensitiva en movimientos planificados y computan los
programas para esos movimientos, que después son transmitidos a la corteza

premotora y a la corteza motora primaria para su puesta en practica.

Tres de las areas de asociacion multimodales resultan especialmente
importantes. En primer lugar se encuentra el area de asociacion posterior, situada
en el limite de los I6bulos parietal, temporal y occipital, la cual vincula informacion

de diversas modalidades sensitivas para la percepcion y el lenguaje. El area de



asociacion limbica, la cual se encuentra a lo largo del borde interno del hemisferio
cerebral, se ocupa de las emociones y del almacenamiento de la memoria.
Finalmente, el area de asociacién anterior (corteza prefrontal) se localiza rostral a

la circunvolucion precentral, y se ocupa de la planificacién de los movimientos.

Los estudios de las vias sensitivas aferentes y las areas de asociacion de la
corteza se han traducido en tres principios importantes del procesamiento de la

informacion sensitiva:

1. La informacién sensitiva se procesa en una serie de relevos a lo largo de
varias vias paralelas, desde los receptores periféricos hasta la corteza de
asociacion unimodal y a la corteza de asociacion multimodal de la parte
posterior del hemisferio: las cortezas parietales y temporales posteriores.

2. La informacién sensitiva que representa diferentes modalidades converge
en areas de la corteza que integran esa informacién en un fendmeno
polisensorial.

3. Las areas de asociacion posteriores que procesan informacion sensitiva
estan profusamente interconectadas con las areas frontales de asociacion
responsables de la planificacion de acciones motoras. Estas areas de
asociacion anteriores convierten los planes sobre conductas futuras en

respuestas motoras concretas (Kandel et al., 2000).



ANEXO B
ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

En 1872, George Huntington dio a conocer su trabajo On Chorea, publicado en
The Medical Reporter de Filadelfia (Heathfield, 1973), en el cual dio a conocer las
historias de algunos pacientes que habia visto durante su infancia, cuando
acompafiaba a su padre a las visitas a domicilio de pacientes en Long Island
(Wexler, 2006). Huntington observo la que él llamd corea hereditaria en East
Hampton, Nueva York, donde crecié siendo el hijo y nieto de médicos. Ya como

médico calificado, se mud6 a Pomeroy, Ohio, para comenzar su practica medica.

Ha sido ampliamente reconocido que G. Huntington no fue el primero en
describir esta enfermedad en adultos, pero tuvo el mérito de dar a conocer de
manera sencilla y poco pretenciosa los aspectos caracteristicos de la enfermedad.
La primera descripcion de la corea hereditaria en América fue dada por Waters en
1841. La descripcion mas temprana parece ser la dada por Elliotson en 1832.
Elliotson atribuy6 la carencia de reconocimiento de la enfermedad antes de 1830
al tiempo promedio de vida corto y a la poblacion pequefa del Reino Unido.
Articulos importantes hechos por Vessie (1932) en América y Critchley (1934) en
Inglaterra resumen la historia de la enfermedad en esos paises hasta principios de
1930. Vessie encontr6 que la mayoria de los casos presentados en nueva
Inglaterra fueron descendientes de tres individuos de Bures en Suffolk, quienes
emigraron de Colchester, Inglaterra en 1632, y fue capaz de trazar cerca de 1000
casos abarcando doce generaciones en 300 afios a partir de estos tres casos.
Otras descripciones historicas son las hechas por Barbeau et al. en 1964, quien
trazd 173 casos de franco-canadienses originarios de Quebec a partir de una
mujer que emigro a Montreal desde Francia en 1645, y de Brothers en 1949 quien
encontré que 87 casos trazados en Tasmania tuvieron un ancestro comun en una
mujer de Huguenot stock quien emigré con su familia de trece hijos de Somerset
en 1848.



En el siglo transcurrido desde la publicacion de Huntington, la literatura de esta
enfermedad ha crecido enormemente y los articulos aparecidos provienen de casi
todas las partes del mundo, excepto la Union Soviética y la China comunista
(Heathfield, 1973).

La enfermedad de Huntington (EH) es caracterizada por una sorprendente
especificidad de pérdida neuronal. Las regiones mas sensibles al dafio causado
por la mutacién en el gen que codifica para la proteina huntingtina (htt) son el
cuerpo estriado, donde tipicamente hay una pérdida de ~ 57% del area transversal
del nucleo caudado y de ~ 65% del putamen. Dentro del estriado, las células mas
susceptibles son las neuronas espinosas mediales, las cuales muestran cambios
dendriticos incluyendo el arqueo de las dendritas y alteracion en la densidad,
forma y tamano de las espinas. Entre las neuronas espinosas, las neuronas que
se proyectan al globo palido externo y contienen encefalina son mas susceptibles
que las neuronas que se proyectan al globo palido interno y contienen sustancia P
(Rubinsztein, y Carmichael, 2003). Estas células estan asociadas con el
neurotransmisor inhibitorio acido gama-aminobutirico (GABA). Otras evidencias
sugieren que las neuronas piramidales en el giro angular del I6bulo parietal (que
tiene proyecciones al nucleo caudado) también degeneran en la EH. Las neuronas
no espinosas largas colinérgicas en el estriado no presentan un dafio aparente
(Walling et al., 1998).

Aunque la patologia de la EH es mas obvia en el cuerpo estriado, es probable
que mucha de la degeneracién ocurra en otros lugares como la corteza cerebral,
en la cual la pérdida de volumen ocurre debido a la afectacion de neuronas
piramidales largas en las capas lll, V y VI. Esta pérdida cortical puede ser uno de
los cambios tempranos en el curso de la enfermedad, y es manifestada en casos
avanzados. En casos avanzados también hay una pérdida de neuronas en el
talamo, la sustancia nigra pars reticulata y en el nucleo subtalamico.
Adicionalmente, el volumen del globo palido es reducido, lo cual es debido

primariamente a la pérdida de conexiones de fibras estriatales.
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Fig. 18 Seccion coronal de un cerebro en un estado avanzado de la Corea de Huntington
mostrando atrofia de los ganglios basales y giro cortical, ademas de ventriculos laterales

dilatados.

La atrofia cerebelar es reportada mas frecuentemente en casos con un inicio
temprano de la enfermedad. La astrigliosis fibrilar refleja la pérdida neuronal como
progreso de la enfermedad (Rubinsztein y Carmichael, 2003). Todo lo anterior
deriva en defectos cognitivos, anormalidades psiquiatricas y trastornos del
movimiento (Shi-Hua et al., 2004).

La patologia caracteristica de la EH es la degeneracion neuronal selectiva, ya
que provoca una atrofia mas acusada en el cuerpo estriado. Dicha degeneracion
neuronal es producida por la expansion del trinucledtido CAG del gen de la
huntingtina (htt) que contiene 3136 residuos y con un peso molecular de ~360kDa.
Esta expansion es causada por una mutacion en el brazo corto del cromosoma 4
(4p 16.3), siendo la htt la proteina afectada (Pérez de la Cruz, V. 2007). El exon 1
del gen sin mutar contiene un tramo ininterrumpido de repeticiones del
trinucledtido CAG, el cual es traducido a una serie consecutiva de residuos de

glutamina conocido como tracto de poliglutamina (polyQ). Individuos asintomaticos



tienen 35 o menos repeticiones de CAG; la EH es causada por la expansion de 36

0 mas repeticiones (Rubinsztein y Carmichael, 2003).

La funcion de la htt, tanto en pacientes con la EH como en individuos sanos, no
esta totalmente entendida. Una posible explicacion para su funcion en la
patogénesis de la EH es su interaccidn con ciertas proteinas, lo cual esta bajo

investigacion actualmente (Shi-Hua et al., 2004).

La hipotesis que tiende a explicar la muerte neuronal en la EH implica la
disminucion del metabolismo energético y alteraciones en la funcion mitocondrial,
estrés oxidativo y neurotoxicidad con intervencion de aminoacidos excitadores,
como el glutamato, o por metabolitos endégenos del triptéfano. Es posible que

diversos mecanismos se complementen en la promocion de la lesion celular.

En la EH se produce un déficit del 55 % en la actividad de los complejos
mitocondriales Il y lll y de un 25 % del complejo IV, en el caudado y el putamen.
Los déficits del complejo Il se caracterizan por la disminucion de la oxidacion de
los sustratos dependientes del FADH,, como el succinato, y en la oxidacion normal
de los dependientes del NADH, como el malato, mientras que el bloqueo del
complejo Il altera la oxidacién de ambos. Pero cualquier déficit enzimatico que
afecta la cadena respiratoria, independientemente de su localizacién, atafie de
manera importante al metabolismo celular, limitando el ciclo del acido citrico y la
oxidacién del piruvato, que pasa a ser metabolizado a lactato y asi se reduce la

produccion de ATP.

Otras caracteristicas que pueden llegar a presentarse son el aumento en la
concentracion de lactato, una disminucion del N-acetil-aspartato (NAA), el cual es
un marcador de integridad neuronal, y una disminucién de la creatina y de la
relacion NAA/colina en el cuerpo estriado. La disminucién de la creatina se
correlaciona con la expansién del triplete CAG, el cual codifica para el aminoacido
glutamina, y con los déficits motores y cognitivos. Las alteraciones del
metabolismo energético pueden producirse en tejidos periféricos de los pacientes

con la EH que presentan una disminucién de la relacion fosfocreatina/Pi y de la



actividad del complejo | mitocondrial en el musculo y las plaquetas. Las
alteraciones metabdlicas musculares se acompafian de alteraciones morfoldgicas
en las fibras musculares, las cuales se presentan dentadas, anguladas y con

aumento de las mitocondrias grandes con crestas anormales.

Otro rasgo de la EH es la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
las cuales son moléculas generadas principalmente en la mitocondria durante el
transporte de electrones en la cadena de fosforilacion oxidativa, que, antes de
convertir el oxigeno en agua, origina los radicales superéxido (O2) e hidroxilo
(OH"), ademas del peréxido de hidrogeno (H20;), ligados a las enzimas de la
cadena. Casualmente, los electrones escapan de la cadena de oxidacion y
generan radicales libres. La formacion de radicales libres es responsable del
consumo de cerca del 2% del oxigeno usado en la respiracion. Las ERO pueden
generar reacciones en cadena con moléculas de todas las estructuras celulares,
ya sean proteinas, lipidos de membrana, acidos nucléicos, y alteran su funcion.
Estas alteraciones se denominan estrés oxidativo. Debido a su localizacion en la
matriz mitocondrial, a la falta de histonas y a sus mecanismos de reparacion
limitados, el ADN mitocondrial es el blanco principal del ataque de las ERO. En la
EH se produce un aumento de las deleciones del ADN mitocondrial en los I6bulos
temporal y frontal de la corteza, asi como un aumento de la concentracion de 8-
hidroxi-deoxiguanosina, un marcador de la lesién oxidativa del ADN, en el
caudado y en la corteza prefrontal. Asimismo, se produce un aumento en la
concentracion de glutation oxidado, una enzima antioxidante, en el caudado; otro
aumento, precoz y significativo, se la en la concentracién de hierro en el cuerpo
estriado, lo que probablemente contribuye a la selectividad de la pérdida neuronal
de la enfermedad. La actividad de otra enzima, la aconitasa, dependiente de
hierro, se ve reducida en un 92% en el nucleo caudado, un 73% en el putamen y
un 48% en la corteza, lo cual acarrea una disminucion en el metabolismo

energético y la actividad antioxidante neuronal.

Es posible que algun tipo de neurotransmision pueda contribuir en la pérdida

neuronal preponderante en el cuerpo estriado. En la EH, la pérdida de neuronas



del cuerpo estriado que presentan receptores D2 de la dopamina, hace posible la
inhibicibn GABAérgica en la parte externa del globo palido, provocando la
desinhibicién del talamo y el exceso de excitacion del talamo sobre la corteza
motora. El glutamato es el principal aminoacido neurotransmisor excitante del SNC
y el cuerpo estriado recibe una densa estimulacién glutamatérgica de la corteza.
Las neuronas del estriado presentan receptores del glutamato en abundancia,
principalmente los sensibles al N-metil-D-aspatato (NMDA), que alteran la
permeabilidad de los iones Ca?*, Na* y K*. Los agonistas de los receptores NMDA
provocan degeneracion del cuerpo estriado y constituyen un modelo experimental
de la EH. El aumento de la liberacion del glutamato en el estriado puede contribuir
en el estrés oxidativo a través de la inhibicidn por competitividad de la absorcion
de cisteina; por otro lado la disminucion en la produccién neuronal de ATP, como
sucede en la EH, determina el cierre de los canales y bombas idnicas
dependientes de ATP, despolarizando la membrana y perjudicando la restauracion

del potencial de reposo.

El calcio puede participar en la muerte celular a través de mecanismos que
implican la activacion de la 6xido nitrico sintetasa (NOS), la fosfolipasa A, (PLAR),
proteasas y proteincinasas. El aumento de la produccion de éxido nitrico, que
origina el potente radical peroxinitrito, contribuye en el aumento del estrés
oxidativo y en la concentracion de hierro libre. Igual que el Ca®', la isquemia
aumenta la actividad de la PLA;, que resulta al aumentar la concentracién de
lipidos bioactivos como el factor de agregacion plaquetaria (PAF) vy
prostaglandinas, que estimulan respectivamente la liberacion de glutamato
presinaptico y en la glia, potenciando su excitotoxicidad. EI PAF también produce
contraccion de las arterias cerebrales, disminuyendo la perfusion sanguinea, y a
través de la activacion de la proteina cinasa C estimula mas la activacion de la
PLA,, constituyendo un ciclo vicioso que contribuye en la excitotoxicidad. El estrés
oxidativo también contribuye en la excitotoxicidad del glutamato, ya que los
radicales libres inhiben la captacién del mismo por parte de las células de la glia,
aumentando su concentracion extracelular. Por lo tanto, la neurotoxicidad inducida

por glutamato esta intimamente relacionada con el estrés oxidativo.



Ciertos metabolitos enddgenos del triptéfano en la via de sintesis del
dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD), las quinureninas, como el acido
quinolinico, pueden provocar la muerte neuronal debido al aumento de la
producciéon de H;O, y la excitotoxicidad por estimulo de los receptores del

glutamato (Fernandez-Leite, 2001).

Como ya se ha mencionado, la EH presenta una perdida neuronal selectiva, la
cual es acompanada de astrositosis fibrilar y gliosis. La activacion microglial
encontrada en los cerebros de pacientes con la EH ha sido aceptada, a manera de
una respuesta celular activa, como evidencia de mecanismos inflamatorios
envueltos en esta patologia. Diferentes estudios sugieren que la activacion y/o
sobreregulacion de varios factores envueltos en vias inflamatorias — incluyendo
microglia, caspasa-1, caspasa-3, iINOS y NF-kB — estan jugando un rol clave en la
patogénesis de la EH. Especificamente, caspasa-1 e iINOS estan sobrereguladas
en el cerebro de pacientes con la EH, lo cual sugiere que senales pro-apoptéticas,
probablemente mediadas por NF-kB, estan tomando lugar en la enfermedad

(Gonzalez-Cortés y Santamaria, 2007).

Se ha propuesto que la expansion de poliglutamina en la htt puede causar la
enfermedad por la disminucion en la union de HIP-1 (huntingtin interacting
protein1) a la htt y por lo tanto liberar la HIP-1 para formar un complejo pro-
apoptotico (Gervais et al., 2002). La disponibilidad de HIP-1 libre se correlaciona
con la longitud de poliglutamina dentro de la htt. Adicional a los roles de trafico
vesicular, la HIP-1 libre forma un heterodimero con HIPPI (HIP-1 protein
interactor); este heterodimero puede entonces reclutar procaspasa-8 e iniciar
apoptosis a través de componentes de la via extrinseca de muerte celular. De
cualquier forma, es poco probable que este proceso sea el principal o unico
mecanismo de la enfermedad. Existen otras proteinas que pueden interaccionar
con la htt, una de ellas es la gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH),
enzima clave en el metabolismo energético (Burke, 1996). Si la huntingtina mutada
inhibe la GADPH podria producir un trastorno del metabolismo energético. Otra

proteina es la HIP-2, la cual desempefia una funcién de conjugacion con la



ubiquitina y, por lo tanto juega un papel en el procesamiento de residuos de
proteinas (Li, 1995). Otro mecanismo por el cual se ha reportado que la expansion
del tracto de poliglutamina en la htt causa apoptosis neuronal es por la activaciéon
de JUJNKs en células HN33, que es una linea celular neuronal derivada del

hipocampo (Liu et al., 2000).

El obstaculo a la conjugacién de la htt mutante con las proteinas antes descritas
puede conllevar a la formacion de agregados intraneuronales, los cuales son
rasgos comunes de todas las enfermedades por poliglutamina (Rubinsztein, 2003).
Estos agregados han sido tomados como una de las causas de la patologia por
poliglutamina debido a que aparecen antes de los signos de la enfermedad en
ratones transgénicos expresando el exon 1 del gen de la EH con repeticiones
expandidas. Adicionalmente, el numero de inclusiones en la corteza de pacientes
con la EH se correlaciona con la edad y el numero de repeticiones de CAG al
inicio de la enfermedad. La formacion de agregados en células cultivadas también

se correlaciona con susceptibilidad a muerte celular (Rubinsztein, 2003).

El mecanismo exacto de agregacion no es claro. Perutz propuso que la proteina
con el tracto de poliglutamina expandido tiene una estructura alterada que facilita
su propia asociacion. Alternativamente o adicionalmente, la expansion de
poliglutamina puede, por los puentes de hidrogeno entre las aminas de cadena
principal y el lado polar de la cadena, formar laminas-b fuertemente unidas las
cuales pueden actuar como “cierres polares” conllevando a agregacion proteinica
y precipitacion (Perutz, 1999). La proteina mutada puede llegar a ser resistente a
la remociéon por el sistema ubiquitina/proteosoma, la principal maquinaria
proteolitica que identifica proteinas mal plegadas dentro de la célula. Estudios
hechos inhibiendo la actividad del proteosoma potencian la acumulacién de
fragmentos (Lunkes et al.,, 2002). Estos hallazgos dejan poca duda de que la
protedlisis N-terminal cercana al tracto de poliglutamina ocurre en htt mutante y

requiere la actividad del proteosoma.

Las alteraciones bioquimicas encontradas en el caudado de pacientes con la EH

son consecuencia de la muerte celular selectiva de neuronas de los ganglios



basales (Pérez-De la Cruz et al., 2007); dicha muerte neuronal esta relacionada a
la agregacion proteinica intraneuronal (Rubinsztein, 2003). Estos cambios incluyen
la disminucion de los niveles del acido y-aminobutirico (GABA) y la enzima que lo
sintetiza, glutamato descarboxilasa (GAD), la aceticolinesterasa (ACh) y la enzima
que la sintetiza, acetil-colina tranferasa (CAT), y algunos péptidos localizados

especificamente en las neuronas espinosas mediales (Shoulson, 1984).

Como enfermedad neurodegenerativa, la EH es caracterizada por demencia y
degeneracion de los ganglios basales (caudado-putamen) y corteza cerebral, lo
cual causa movimientos coreiformes anormales (Pérez-De la Cruz et al., 2007). El
padecimiento inicial mas frecuente es incoordinacion y sacudidas involuntarias
ocasionales en diferentes segmentos del cuerpo. Estas anormalidades pueden
estar ausentes en reposo y, en este estado, los individuos afectados pueden ser
incapaces de realizar movimientos faciales complejos como soplar, silbar y fruncir
el cefio. Esto puede ser una forma de apraxia bucofacial, la cual ocurre antes del
inicio de la corea mas evidente (Hayden, 1981). Una proporcién pequefa de
pacientes nunca desarrollan la tipica corea, y pueden presentar una rigidez

progresiva generalizada.

Si bien los sintomas neuroldgicos frecuentemente son descritos como
manifestaciones iniciales de la EH, las alteraciones conductuales pueden preceder
los desordenes del movimiento por una década o mas. Los pacientes son
excesivamente irritables, impulsivos, inestables o agresivos. La depresion es el
sintoma psiquiatrico temprano mas comun, y la psicosis puede, adicionalmente,
ser una de las primeras manifestaciones. Sintomas de naturaleza emocional o
alteraciones en la personalidad preceden o coinciden con el inicio de los

movimientos coreicos en el 50 % de los pacientes (Folstein et al., 1979).

Como ya se ha mencionado, el rasgo mas distintivo de la EH es la presencia de
movimientos coreicos involuntarios, los cuales estan presentes en el 90 % de los
individuos afectados (Hayden, 1981). Los movimientos coreicos de la EH son
menos abruptos y rapidos que los vistos en otras enfermedades con disfunciones

motoras. A la vez que la enfermedad progresa, la naturaleza de estos movimientos



llega a ser gradualmente mas atetética, tomando un caracter distonico (Haddad, y
Cummings, 1997).

Los pacientes con la EH tienen una marcha caracteristica, la cual es
interrumpida por movimientos coreicos. Eventualmente, los pacientes encuentran
imposible caminar. La bradicinesia, asociada o no con rigidez, también puede
estar presente, especialmente en estados avanzados de la enfermedad, cuando la

extrema ralentizacion de los movimientos ocurre.

De esta manera, en la EH, ademas del deterioro en los movimientos
involuntarios, también lo hay en los movimientos voluntarios en su conjunto
(Haddad y Cummings, 1997). Las alteraciones psiquiatricas y cognitivas en la EH
pueden aparecer antes, durante o después de las disfunciones motoras (Haddad

y Cummings, 1997).

Dentro de las alteraciones cognitivas presentes en la EH, la demencia es una de
las principales y se caracteriza inicialmente por el decline de las funciones del
sistema frontal-subcortical, con una preservacion relativa de la memoria hasta las
ultimas fases de la enfermedad (Morris, 1995). La memoria inmediata permanece
sin cambios, pero la memoria reciente es afectada significativamente (Aminoff et
al., 1975), asi como la memoria remota (Caine et al., 1978). El recuerdo de
informacién es muy afectado, mientras que el reconocimiento puede ser normal o
solo ligeramente alterado (Brandt et al., 1985). La memoria de procedimiento para

las tareas motoras también se ve afectada (Cummings et al., 1990).

Las funciones visuoespaciales también son deterioradas (Potegal, 1971), asi
como el lenguaje, aunque es poco comun (Wallesch et al., 1988). Los patrones de
deterioro cognitivo (ralentizacién del pensamiento y anormalidades en la
resolucion de problemas, juicio, concentracion y motivacion, asi como la presencia
de sintomas psicopatologicos, en particular irritabilidad y apatia) y la similitud de
los patrones observados en la Enfermedad de Parkinson, la paralisis supranuclear
progresiva y la Enfermedad de Wilson conducen a la clasificacion del deterioro

cognitivo de la EH como “demencia subcortical” (Cummings et al., 1990).



Las alteraciones de la personalidad son los sintomas psiquiatricos mas comunes
e incluyen irritabilidad, apatia, labilidad emocional, impulsividad y agresividad. Los
trastornos del humor, en particular la depresion, es la segunda manifestacion
psiquiatrica mas comun (Cummings, 1995). La depresion es mas comun entre los
pacientes con un inicio tardio de la enfermedad, y puede preceder a los sintomas
psiquiatricos. Episodios maniacos también pueden ser encontrados en pacientes
con la EH, aunque la mania es menos comun que la depresion (Folstein et al.,
1979).



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación   Hipótesis
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias
	Anexos

