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Resumen

En este trabajo se analizo el efecto de la Neurotrofina-3 en la plasticidad estriatal en
condiciones control y en un modelo de la enfermedad de Huntington, esta enfermedad
neurodegenerativa afecta el estriado, mediante procesos apoptoticos y fallos
mitocondriales, llevando al estriado a una reduccién de tamano y una desconexién de
corteza provocando movimientos coreicos. Para lograr esto se usa la toxina mitocondrial
3-NP que provoca dafios similares. La plasticidad sindptica ya sea a largo o a corto plazo se
ha encontrado relacionada con procesos de aprendizaje y memoria, en el estriado son de
suma importancia para una sincronizacion de las vias que lo componen es por esto de la
importancia de este proceso en este nucleo nervioso que es el encargado de preparar los

movimientos.

Por otra parte la Neurotrofina-3 perteneciente a las familias de las neurotrofinas se ha
encontrado en este ganglio a lo largo del desarrollo ademds de que en otras estructuras
muestra poder modular la respuesta sindptica y en algunos casos reparar sinapsis dafadas
en medula. Es asi como nosotros encontramos que esta neurotrofina puede modular y

modificar la plasticidad en ratones ya sea tratados con 3-NP o en condiciones control.



Introduccion

Sistema nervioso

El sistema nervioso tiene dos componentes; el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
nervioso periférico (SNP). EI SNC esta compuesto por el cerebro (hemisferios, diencefalos,
cerebelo y el tronco cerebral) y la medula espinal. El SNP que incluye las neuronas
sensoriales y la parte motora que consiste en dos componentes; los axones motores que
inervan a musculos esqueléticos llamado sistema somdtico y aquellos que inervan

musculos liso, cardiaco y glandulas se llama auténomo.

El sistema nervioso también se puede dividir, por su funcién general en sistema sensorial
gue se encarga de adquirir y procesar informacion del ambiente y sistema motor que

responde a tal informacién generando movimientos y otros comportamientos.

Las células en el sistema nervioso central (SNC) estan arregladas en dos formas diferentes,
Nucleos y Circuitos Neuronales. Las neuronas nunca funcionan aisladas, ellas estan
organizadas en ensambles llamados circuitos neuronales que procesan diferentes tipos de
informacién. Aunque el arreglo de los circuitos neurales varia de acuerdo a la funcién que
sirve. Los nucleos son acumulaciones locales de neuronas que tienen conexiones y
funciones similares; estas agrupaciones son encontradas a través del cerebelo, tallo

cerebral y el corddn nervioso.

Cuando son considerados juntos, los diferentes circuitos que procesan tipos de

informacion similar forman sistemas neurales.

Las células nerviosas que llevan informacién de la periferia hacia el cerebro o al cordén
nervioso son llamadas neuronas aferentes mientras que las células nerviosas que llevan
informacién del cerebro a un circuito en especifico son llamadas neuronas eferentes.
Mientras que las neuronas que solo participan en aspectos locales de un circuito son
llamadas interneuronas. Estos tres tipos de neurona son los componentes basicos de un

circuito neuronal.



Los circuitos neurales responsables del control del movimiento pueden ser divididos en

cuatro subsistemas, cada cual con una contribucion Unica al control motor.

El primero de estos es la médula espinal y el tallo cerebral. Esto incluye las neuronas
inferiores de la médula espinal y los circuitos locales. Todos los comandos de movimiento,
ya sea voluntario o reflejo, son transmitidos a los musculos por la activacion de estas

neuronas inferiores.

El segundo subsistema motor consiste en las neuronas superiores que se encuentran en el
tallo cerebral o corteza cerebral y tienen sinapsis con las neuronas inferiores. Estas
neuronas son importantes ya que son necesarias para la iniciacion de movimientos

voluntarios y para secuencias espaciotemporales de movimientos avanzados.
El tercero y cuarto subsistemas son circuitos complejos.

Siendo el mds grande de estos el cerebelo, este actua por vias eferentes a las neuronas
motoras superiores como un servomecanismo, detectando la diferencia entre un intento

de movimiento y el movimiento en si.

El otro subsistema se encuentra dentro del encéfalo y consiste en un grupo de estructuras
colectivamente referidas como ganglios basales, estos ganglios preparan a las moto
neuronas superiores para la iniciacion de movimientos. Los problemas asociados con
desordenes de los ganglios basales, como Parkinson y Huntington demuestran la
importancia de este complejo en la iniciacion de movimientos voluntarios (Revisado en

Purves, 2004).
Ganglios Basales

El papel de los ganglios basales es la seleccion de movimientos, metas, estrategias e
interpretacion de la informacién sensorial, basdndose en el acierto de acciones pasadas

bajo condiciones similares.



Este grupo esta formado por el caudado, el putamen, y el globo pélido y dos estructuras
adicionales; la substancia nigra en la base del mesencéfalo y el nicleo subtalamico en el

talamo ventral (Revisado en Purves, 2004).

Figura 1. Modelo de la entrada y salida

Corteza cerebral de informacion en los ganglios basales.
Se indican las conexiones de los ganglios
basales con la corteza cerebral en un
diagrama de cerebro de rata. Las flechas
Estriado A provenientes de Ia.x cor.teza sefialan
entradas glutamatergicas mientras que las

CPu - salidas de este sistema hacia el talamo
GPa son conexiones GABAergicas. Las siglas
usadas en el esquema son: Caudado-

Putamen (CPu), Globo Pdélido externo

© S5TN (GPe), Globo Palido interno (GPi), Nucleo

Sub Talamico (STN, por sus siglas en

inglés), Sustancia Nigra reticulata (SNr).

Imagen tomada y modificada de Do et al.
2014.

Al igual que el cerebelo, los ganglios basales no tienen conexiones eferentes directas con

la medula espinal, y por ello juegan un papel indirecto en el control del movimiento. A
diferencia del cerebelo, los ganglios basales no reciben informacion directa, de los
receptores sensoriales. Mas bien, sus entradas provienen fundamentalmente de varias
regiones del cdrtex cerebral. Mientras que sus salidas vuelven hacia los cértex motor,

premotor y prefrontal, a través del tdlamo (Revisado en Kandel, 1998, Figura 1).

Los componentes motores de los ganglios basales generan un circuito subcortical que une
areas de la corteza con las neuronas motoras superiores en la corteza primaria motora,

pre motora y en el tallo cerebral (Ann, 1990).

Las neuronas en este circuito modulan su actividad en anticipacién de y durante el
movimiento, y sus efectos en las neuronas motoras superiores son requeridos para el
curso normal de movimientos voluntarios. Este circuito estd compuesto por las
proyecciones de las neuronas del caudado-putamen al segmento interno del globo pdlido
y a la sustancia nigra reticulata y constituyen la llamada via directa; estd a su vez inervan a
las neuronas del tdlamo que promueven el movimiento por medio de las motoneuronas

superiores (Parent et al., 2000). Adicionalmente para suprimir movimientos inapropiados se



tiene la via indirecta entre el caudado-putamen y el segmento externo del globo palido
que envia sefiales al nucleo subtaldmico y este proyecta de regreso al segmento interno

del globo palido y a la sustancia negra pars reticulata (Revisado en Purves, 2004, Figura 2).

La via indirecta de los ganglios basales modula la accién desinhibitoria de la via directa.

Cuando uno de los componentes de los ganglios basales se dafia, el sistema motor no
puede cambiar adecuadamente entre comandos que indiquen el inicio del movimiento y
aquellos que indiquen el término del movimiento. Estos movimientos desordenados
resultantes pueden ser entendidos como consecuencia de actividad anormal de las
neuronas motoras superiores en ausencia de un control regulatorio normalmente provisto

por los ganglios basales.

Figura 2. Modelo de la Via

directa e indirecta en los
Corteza cerebral ganglios basales. Se muestran
las estructuras que participan
en ambas vias siendo las flechas
obscuras conexiones
GABAergicas y las blancas
glutamatergicas. Las  siglas
usadas en el esquema son:
Caudado-Putamen (CPu), Globo
Palido externo (GPe), Globo
Pélido interno (GPi), Nucleo Sub
Talamico (STN, por sus siglas en
inglés), Sustancia Nigra
reticulata (SNr). Imagen tomada
y modificada de Do et al. 2014.

Estriado

Estriado

Los ganglios basales estan divididos en diferentes grupos funcionales. El primero y mas
largo de estos grupos es llamado cuerpo estriado, el cual incluye dos estructuras, el
caudado y el putamen. Este une el caudado y la parte dorsal de putamen a través de la
capsula interna, el paso de fibras a través de estos le confiere la apariencia estriada. Esta
subdivisién es la encargada de recibir las entradas de la mayoria de las rutas de las demas

partes del cerebro principalmente de la corteza cerebral (Revisado en Purves, 2004).



Los axones entrantes de la corteza cerebral se conectan con las espinas de las dendritas
de las neuronas en el estriado llamadas neuronas espinosas medianas (MSN por sus siglas
en inglés) que constituyen cerca del 95% de las neuronas en el estriado, el resto se
compone de interneuronas (Tepper y Plenz 2006). Las MSN emplean GABA como
neurotransmisor junto con diferentes neuropeptidos como substancia P, encefalina,
dinorfina y neurotensina (Katsuma et al. 2000) ademas de expresar altos niveles de
receptores D; y Muscarinicos, D, y Adenosina A,5 dependiendo de hacia donde proyecten

(Do et al. 2014).

Esta estructura es de importancia ya que juega un papel preponderante en diversos
circuitos locales responsables del aprendizaje y memoria de funciones locomotoras y
disfunciones del estriado en alguno de sus micro circuitos se han asociado con desérdenes

neurolégicos como la enfermedad de Huntington (Do et al. 2014).

. z .

Transmision sindaptica

La comunicacion entre las diferentes neuronas en los diversos sistemas neuronales se
lleva a cabo gracias a la sinapsis. Existen dos categorias de sinapsis eléctricas y quimicas

gue se diferencian en base al mecanismo de transmision.

Las sinapsis eléctricas se encuentran en todo el sistema nervioso. La neurona que funge
como fuente de la corriente se denomina presindptica, mientras que la postsinaptica se
encarga de recibir dicha corriente. Las membranas de estas dos neuronas esta ligada una a
la otra por una unién intracelular llamada gap junction formando un poro compuesto por

proteinas conocidas como conexinas.

En las sinapsis quimicas la pre y post sinapsis esta separada por una hendidura sindptica y
estd caracterizada por la presencia de vesiculas sindpticas en la terminal presindptica.
Estas vesiculas estan llenas con neurotransmisores, estos agentes quimicos sirven de

mensajeros entre las neuronas.

Esta transmision se inicia cuando un potencial de accion llega a la terminal presindptica y

este cambio de potencial lleva a la apertura de canales de calcio generando una corriente
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de este ion que propicia la fusién de las vesiculas con la membrana, vertiendo su
contenido en la hendidura sindptica. Estos neurotransmisores se difunden y unen a
receptores especificos en la membrana postsindptica que pueden estar asociados a un
canal iénico que al activarlo modifica su estructura permitiendo la entrada o salida de
iones. Este tipo de receptores se denominan inotrdpicos, su activacién produce un cambio
de potencial en la membrana postsinaptica. Existe otro tipo de receptores llamados
metabotrdpicos, estos no desencadenan un cambio en el potencial de membrana
directamente ya que el receptor y el canal no estan acoplados, primero se tienen que
activar una serie de moléculas intermediarias llamados segundos mensajeros y estos a su

vez pueden, interactuar con un canal idnico u otro receptor (Revisado en Shepherd, 2004).
Modulacion Sinaptica y Plasticidad sinaptica

Las sinapsis pueden experimentar cambios por la accién de moléculas que modulan su
funcién. Asi, ademas de los neurotransmisores existen otro tipo de sustancias en el
sistema nervioso llamadas neuromoduladores, estos se diferencian de los
neurotransmisores en la duracion y en sus acciones, los neuromoduladores son
caracterizados por su prolongada duracidn y su habilidad de modular la respuesta de una
neurona a otra, debido a los diferentes tipos de receptores asi como de los segundos

mensajeros que son activados (Revisado en Shepherd 2004).

La conectividad sinaptica entre neuronas es una entidad dinamica que esta en constante
cambio en respuesta a la actividad neural y a otras influencias. Tales cambios en la
transmisién sinaptica surgen de diferentes formas de plasticidad que varian en tiempo vy
escala desde milisegundos a afios. La plasticidad a corto plazo afecta la cantidad de
neurotransmisor liberado por la presinapsis en respuesta a un potencial de accién, este
tipo de plasticidad incluye un aumento en el potencial de accién, esto principalmente
debido a la accién de iones de calcio, en la terminal y al consecuente aumento de
liberacion de neurotransmisor. El otro tipo de plasticidad a corto plazo es la depresion
sindptica la cual disminuye la cantidad de neurotransmisor liberada como resultado del

agotamiento de las vesiculas sinapticas (Revisado en Purves, 2004).
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La plasticidad a largo plazo altera la transmisién sindptica por mas de 30 minutos y la
componen la potenciacién y depresién a largo plazo. Los cambios se generan en el tiempo
e incluyen desde modificaciones post transduccionales de proteinas existentes, cambios

en la expresion de genes y crecimiento de sinapsis.

La plasticidad a largo plazo puede producir un incremento en la eficacia sindptica,
conocida como potenciacion a largo plazo (LTP), o bien a un decremento en la eficacia

sindptica llamada depresion a largo plazo (LTD) (Revisado en Purves, 2004).
Factores Neurotréficos

Durante el desarrollo del sistema nervioso las neuronas son sometidas a un proceso de
muerte celular asegurando un balance entre la poblaciéon inervada y sus blancos. Para esto
son producidas pequefias cantidades de factores Neurotréficos por las células blanco
regulando la diferenciacion, crecimiento y sobrevivencia. Una vez regulada la poblacion,
estos factores contindan modulando la conexién de sinapsis y de igual forma ayudan al
desarrollo axonal y la formacion de ramificaciones dendriticas (Revisado en Cowan, 2001; Do et

al., 2014).
Neurotrofinas y receptores Trk

Las neurotrofinas son parte de los factores tréficos, y estas no solo han sido implicadas en
procesos de sobrevivencia neuronal regulada por la unién a su blanco, estos factores
también han demostrado regular la sobrevivencia de neuroblastos y neuronas inmaduras
antes de inervar sus blancos, han demostrado regular la proliferacién de neuronas y
determinar el nivel de expresidn de proteinas expresadas en neuronas diferenciadas,
como neurotransmisores o canales de calcio; ademads de regular el crecimiento axonal

(Revisado en Cowan, 2001; Do et al., 2014).

En adultos pueden modular la funcidn y plasticidad del sistema nervioso y en estudios con
enfermedades neurodegenerativas han demostrado proteger, al menos parcialmente,

neuronas expuestas a neurotoxinas (Patapoutian et al., 2001).

12



La primera neurotrofina identificada fue el factor de crecimiento nervioso (NGF), seguida
por el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), posteriormente la Neurotrofina-3
(NT-3), la Neurotrofina 4/5 (NT-4/5) y finalmente la Neurotrofina-6 (NT-6) (Revisado Cowan,

2001).

Aungue estas neurotrofinas son homaélogas en su secuencia de amino acidos y estructura

son codificadas por distintos genes y son diferentes en su especificidad (Do et al., 2014).

Estas neurotrofinas son codificadas como precursores glicosidados (31-35 kDa)
sintetizados en el reticulo endoplasmico como prepro-neurotrofinas y al plegarse el
péptido de sefializacion las convierte en pro-neurotrofinas. En el aparato de Golgi estas
pro-neurotrofinas se dimerizan y sufren un proceso protedlico por convertasas como la
furina y las convertasas 1 y 2 (PC1 y PC2) a su forma madura (13.2 -15.9 kDa). Las
neurotrofinas maduras son homodimeros unidos no covalentemente con una regién de 6

residuos de cisteinas conservadas (Maruyama, 2014; Simi e Ibafies, 2009; Figura 3).

Precursor
- i
Pro-region
Mature

Cleavage site x . .
%
Active region ﬁ
& ! 7
NGF BDNF NT-3 NT-4/5

Figura 3. Representacion esquematica de NT antes y después de su modificacion. Los cuatro precursores de NT que
son procesadas por convertasas para su modificacion. BDNF tiene dos sitios de modificacion. Imagen tomada de Roux y
Barker, 2002.

Se ha encontrado que las neurotrofinas se unen y activan proteinas tirocina cinasa, que
forman 3 receptores homélogos relacionados con la tropomiosina llamados TrkA, TrkB y
TrkC. Estos receptores forman parte de la familia de receptores tirosina-cinasa o Trk por

sus siglas en inglés (Simi e Ibafies, 2009; Revisado en Cowan, 2001).

Cada neurotrofina activa un receptor diferente desencadenando una cascada de

reacciones con diversas consecuencias, siendo el NGF especifico del TrkA y uniendose en
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menor manera con NT-6, mientras que el BDNF y NT-4/5 se unen al TrkB y por ultimo la
NT-3 se une con TrkC e igualmente con TrkA y TrkB pero con menor afinidad (Revisado en

Cowan, 2001; Roux y Barker, 2002; Figura 4).

Neurotrophin-receptor interactions Figura 4. Modelo esquemdtico de las NT
R y receptores. Se muestra las
T T e e 7 interacciones de las 4 NT con sus
e e L e e e A e | | respectivos receptores en lineas solidas

\

[ R | | mientras que lineas punteadas
I | representan las interacciones con menos

|
|
\ | eficiencia. Imagen tomada de Cowan

i «\r’

p75NTR trkA trkC trkB

Estos receptores se expresan como protémeros individuales que forman de manera no
covalente dimeros asociados. Ademas comparten secuencias homologas y la organizacion
de dominios con diversos sitios de adhesion celular en sus dominios extracelulares, 3
dominios en tdndem uno rico en leucina flanqueado por dos clusters de cisteina en sus
extremos amino y dos dominios tipo inmunoglobulina en la region mas proximal a la
membrana los cuales son los sitios de unidn con sus respectivas neurotrofinas (Urfer et al.,
1998), tiene un segmento trans-membranal que une a la parte intracelular formada por
una dominio tirosina cinasa y una region C-terminal (Maruyama, 2014; Patapoutian et al., 2001;

Figura 5).

La unién de la neurotrofina a su receptor Trk resulta en la dimerizacién de este y la

activacién de la cinasa.

Hay 10 tirosinas en el dominio citoplasmatico de cada receptor Trk tres de las cuales estan
presentes en el loop auto regulatorio de este dominio (Y670, Y674, y Y675), y su

fosforilaciéon activa a la cinasa; la activacion de los demas residuos promueve la
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sefializacion creando sitios de anclaje para proteinas adaptadoras que unen a los
receptores con las vias de sefalizacion, entre estas se encuentran Ras/ERK , PI3K/Akt y

PLC-y1 (Patapoutian et al., 2001).

Cysteine cluster
Leucine-rich motifs
Cysteine cluster

S 3
: ¥
IgG-like domaTni:Is ‘B ’B

Kinase domain

C-term tail

¥
3
1

TrkA TrkB TrkC

Figura 5. Representacion esquematica de los receptores Trk y sus isoformas. Los tres genes que codifican para los
receptores Trk también codifican isoformas de los mismos por splaicing alternativo. El splaicing lleva a los receptores
TrkA y B a una forma que carece de una secuancia de amino acidos en su dominio extracelular, los receptores TrkB y C
tienen isoformas sin el dominio cinasa intracelular y TrkC con un incerto en el domino cinasa. Imagen tomada de Roux y
Barker, 2002.

También existen otras dos clases de receptores con los cuales interactian estas
neurotrofinas, las cuales son isoformas de receptores Trk y el receptor p75. Las isoformas
de TrkA y de TrkB contienen un sitio carente de 6 a 9 aminoacidos en la juxtamembrana
extracelular, esto les permite unirse normalmente a su respectiva neurotrofina con una
disminucion en la afinidad con las demas neurotrofinas, aumentando su especificidad.
Mientras que la isoforma de TrkC contiene insertos de amino dacidos desde 14 a 39
residuos en el dominio de la cinasa que hace defectuosa su sefializacién. De igual manera
también son producidos receptores TrkB y TrkC carentes de la mayor parte intracelular
(Roux y Barker, 2002; Figura 4). Todas neurotrofinas también se unen débilmente al receptor
p75 que es un miembro de la super familia de receptores de factores de necrosis tumoral

o TNFR por sus siglas en inglés y no contiene actividad cinasa (Simi e Ibafies, 2009).

15



Sefializacion por Ras/ERK

Ras regula la diferenciacién neuronal ademds de promover la sobrevivencia neuronal en
algunos tipos de neuronas, este complejo activa diversas vias como PI3K, p38 MAPK y c-
Raf/ERK, entre los blancos de esta ultima se encuentran RSKs (cinasas ribosomales) y el
factor de transmision CREB, que se han descrito como factores que regulan genes que son
esenciales para la sobrevivencia y diferencia neuronal (Xing et al., 1998; Bonni et al., 1999; Riccio

et al., 1999; Patapoutian et al,. 2001; York et al., 2000; Figura 5).
Sefalizacion a través de PI3K

Los receptores Trk pueden activar esta via de dos formas distintas dependiendo de la sub
poblaciéon neuronal, en muchas neuronas la activacién de esta via a través de Ras es la
forma mas importante por la cual las neurotrofinas promueven la sobrevivencia celular,
en otras células PIK3 puede activarse a través de proteinas adaptadoras (Holgado-Madruga et

al., 1997; Patapoutian et al., 2001).
Senalizacion por PLC-y1

PLC-y1, una vez reclutado el receptor lo fosforila y lo activa este a su vez hidroliza
fosfatidil inositidos para generar diacil glicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3). IP3
induce la liberaciéon de calcio almacenado aumentando sus niveles citoplasmaticos,
resultando en la activacion de diversas vias controladas por calcio, mientras que DAG
activa una isoforma de PKC que es requerida para la activacién de ERK y para el

crecimiento de las neuritas (Patapoutian et al., 2001; Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de vias de sefalizacion por asociacion NT-Trk. Una explicacion mas amplia de las vias es descrita en
el texto. Colores y nomenclatura: en naranja se muestran las proteinas adaptadoras, cinasas en rosa, proteinas G en
verde y factores de transcripcién en azul. Abreviaciones: BAD (promotor asociado a muerte Bcl-2/Blc), CREB (Proteina de
union a CRE), MAPK (proteina cinasa activada por mitogeno), NT (neurotrofina), PDK (cinasa dependiente de 3-
fosfoinositidos), PI3K (fosfatidilinositol-3-OH cinasa), PKC (proteina cinasa C), PLC-y (fosfolipasa C), RSK (cinasa ribosomal
S6) todas las abreviaciones son hechas por las siglas en ingles. Imagen tomada de Patapoutian et al., 2001.

NTR

Receptor p75

El otro receptor de neurotrofinas p75™

, que como se habia mencionado antes, es
miembro de la super familia de receptores de factores de necrosis tumoral o TNFR, se
compone de cuatro dominios ricos en cisteina acomodados en tdndem, requeridos para la
union de las neurotrofinas, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico que
incluye una region de muerte como como todos los miembros de esta super familia. Se ha
encontrado que p75""" interacciona con los receptores Trk en la parte citosélica y con los
dominios transmembranales, convirtiéndose en un co-receptor que refina la afinidad de

los receptores Trk y su especificidad por las neurotrofinas, esto ayuda en diferentes

estadios del desarrollo donde los receptores tienen que mostrarse mas afines a una
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neurotrofina que a otra y ayuda a regular la sobrevivencia y la apoptosis de diversas
poblaciones celulares (Nykjaer et al., 2005; Patapoutian et al., 2001; Lad et al., 2003; Nykjaer et al., 2005;

Figura 6).

Neurotrophin

-
“e

W - R —
Death

Figura 6. Diagrama de vias de seiializacion activadas por p75 . p75 " activa vias de sefializacion que regulan la
sobrevivencia (verde) y la muerte neuronal (rojo). Imagen tomada de Nykjaer et al., 2005.

Mitochondria

NTR NTR

El receptor p75™"

tiene alta afinidad por la forma sin procesar de las neurotrofinas
cuando se encuentra asociado al receptor Sortlin y baja afinidad por los ligandos

procesados comenzando una cascada de apoptosis (Do et al., 2014; Simi e Ibafies, 2009).
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Este receptor es altamente expresado durante el desarrollo y su expresién desciende en la
etapa adulta, sin embargo se ha encontrado un incremento de su expresion en

condiciones de muerte celular (Dechant y Neet, 2002).

Neurotrofina-3

Como ya se reviso6 estos factores tréficos y sus receptores son importantes en el desarrollo,
y dadas las vias que pueden activar, esto los hace candidatos idéneos para estudios en
modelos de plasticidad y modulacién. Los factores tréficos proveen un soporte a sus
blancos neuronales y se ha demostrado que su administracion puede mejorar neuronas

danadas.

Uno de ellos la Nuerotrofina-3 (NT-3) que ha demostrado tener propiedades
neuroprotectoras, ayudar con el crecimiento de neuritas y activar diversas vias como las
de MAPK y ERK en las oligodendroglias donde se demostré que la NT-3 promueve la fase S
del ciclo celular e inicia la sintesis de DNA ademds de aumentar la proliferacion celular
(Kumar et al, 1998), mientras que en células progenitoras neurales la NT-3 estimula la
mielinizacion y ayuda a la recuperacion de lesiones de espina dorsal (Kusano et al., 2010) y Su
coexpresion con BDNF ha demostrado rescatar células lesionadas y proteccion apoptotica

en cultivos celulares (Wang et al., 2012).

Incluso en enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la enfermedad de
Parkinson cultivos celulares expresando NT-3 y trasplantados a ratas mostraron una
regeneracion en células dopaminérgicas en el area ventral tegmentada y migrarlas al area
danada (Gu et al,, 2008). Al igual que su diferenciacién es afectada por esta neurotrofina en
cultivos periventriculares (Loudes et a.,. 1999). De hecho en el estriado se encontré que la NT-
3 puede modificar la expresion de las subunidades de receptores NMDA que le confieren
diferente vulnerabilidad a excitotoxicidad en neuronas de proyeccién e

interneuronas(Torres-Peraza et al., 2007).

Se ha observado que la neurotrofina NT-3 promueve la plasticidad sinaptica y favorece la

formacién de nuevas sinapsis por medio de modificaciones de la misma (Hyun-Soo et al., 2005;
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Mu-ming, 2001). A lo largo del desarrollo esta neurotrofina se ha inmunolocalizado en los
somas de células neoestriatales proveniente de la corteza (zZermefio et al., 2009). En nuestro
laboratorio tenemos evidencia de que la NT-3 modula la transmision corticoestriatal
positivamente y a través de un mecanismo presindptico (Mendoza et al, 2014). Pero se
desconoce si afecta los procesos de plasticidad de las sinapsis corticoestriatales. Dado que
esta neurotrofina se encuentra en el neoestriado y podria activar vias antiapoptoticas se
podria probar en enfermedades neurodegenerativas como el Huntington, ya que puede

dafar este ganglio basal.

Modelo de neurodegeneracion

Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (HD por sus siglas en inglés), es un desorden
neurodegenerativo, hereditario y autosémico, que se debe a la mutacién del gen IT15
localizado en el brazo corto del cromosoma 4, esto genera una expansion inestable de
repetidos CAG en la proteina que codifica este gen, la huntingtina (Htt) generando una
poliglutaminacién, aumentando el nimero de repetidos de 35 en poblacion sana a 40 y
hasta 121 repetidos, a mayor nimero de repetidos se incrementa la probabilidad de
expresar la enfermedad a menor edad, la tasa de esta mutacién se presenta de 4 a 10
casos por 100 mil personas (Revisado en Walker, 2007; Hernandez-Echeagaray, 2010; Raymond et al.,

2011; Ehrlich, 2012).

La Htt es una proteina de cerca de 350 kDa es altamente conservada y se expresa en todo
el cuerpo sin ninguna preferencia por algun tipo celular, cuando no estd poliglutaminada
se ha encontrado que es esencial para el desarrollo embrional, la hematopoyesis y la

neurogénesis (Rangone et al., 2004).

La HD lleva gradualmente a la degeneracién de las neuronas espinosas medianas (MSN)
del nucleo estriado, una regién del cerebro que participa en el control de tareas motoras
aprendidas. Asi, los pacientes afectados por la enfermedad muestran alteraciones

motoras como las coreas (movimientos involuntarios), desordenes de humor, trastornos
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cognitivos y depresion que terminan con la muerte del paciente (Revisado en Hernandez-

Echeagaray, 2010).

La HD es una enfermedad de aparicidn tardia, aunque puede presentarse en etapas
juveniles cuando los repetidos exceden 60. En ambos casos los sintomas empeoran

progresivamente llevando a la muerte (Revisado en Raymond et al., 2011).
Patologia del HD

Como se menciond anteriormente la HD es principalmente caracterizada por la pérdida
neuronal en el estriado y corteza, sin embargo otros nucleos se han visto afectados, como
el globo palido (GP), talamo, hipotalamo, nucleo subtalamico y la sustancia nigra (Sn).
También la regién CA1 de hipocampo, el giro angular en el I6bulo parietal y las células

Purkinje del cerebelo (Walker, 2007, Revisado en Raymond et al., 2011).

Las MSNs que expresan encefalina en el estriado son las mas afectadas, su degeneracién
progresa mas rapido y por tanto la via indirecta es la mas vulnerable. En contraste, las
MSNs de la via directa estdn relativamente a salvo en las etapas tempranas, aunque las
proyecciones a la Sn reticulata son mas afectadas que las proyecciones al GP interno. Con
esto se cree que la corea resulta de la perdida de las MSN’s de la via indirecta y que la
acinesia y distonia que aparecen posteriormente es a causa de la disfuncién de la via

directa (Revisado en Raymond et al., 2011; Walker, 2007; Ehrlich, 2012).

Algunas alteraciones observadas a nivel celular son el incremento en la resistencia de
entrada de la membrana y los potenciales de reposo despolarizados, y en algunos
modelos también un decremento en la capacitancia de la membrana, esto es causado
. . . ~ . +
principalmente por una reduccién en el tamafo celular y las conductancias de K™ que se

ven reducidas (Cepeda et al., 2003; Hernandez Echeagaray, 2004; Raymond et al., 2011).

Una de las consecuencias del incremento en la resistencia de entrada es el incremento de
la excitabilidad celular, la cual junto con los potenciales despolarizantes de la membrana

puede llevar a la amplificacién de las entradas sinapticas e incrementar los potenciales de

21



disparo. Estos cambios hacen a las MSNs mas vulnerables al glutamato (Revisado Hernéndez

Echeagaray, 2004; Raymond et al., 2011).

Las neuronas piramidales corticales también exhiben un incremento de la resistencia de
entrada y decremento en la capacitancia, y las corrientes Ca®* se ven incrementadas (Levine

et al., 2000; Revisado en Raymond et al., 2011).

Sin embargo los mecanismos responsables por este dafio celular aun no son del todo
claros. En condiciones normales se ha encontrado a la Htt participando en estadios
tempranos en el desarrollo del sistema nervioso ya que ratones con Htt mutada (httm)
mueren en etapas embrionarias. Se ha encontrado que la proteina RASD2/Rhes (un
homodlogo de Ras) expresado altamente en el estriado interactia con la cola amino de la
httm generando las secuencias poliglutaminizadas que se translocan al ndcleo donde
forman agregados que alteran los mecanismos de transcripcion, de igual manera se han
encontrado estos agregados en las membranas mitocondriales (Revisado en Hernandez-

Echeagaray, 2010; Ehrlich, 2012).

Estos agregados en la membrana mitocondrial hacen que tenga un potencial de
membrana bajo, incrementando la susceptibilidad a Ca** y a formar un poro de transicién
inducido por Ca?*. Este fendmeno libera el citocromo c¢ al citosol y activa la apoptosis
celular por medio de caspasas. Ademas el calcio activa Nos que induce la produccién de
ROS favoreciendo la agregacidon de proteinas y la muerte celular (Revisado en Hernandez-

Echeagaray, 2010).

También se ha observado una reduccién significativa en la actividad del complejo Il y lli

mitocondrial (Ehrlich, 2012).

De igual manera se han encontrado cambios en el Ca®* intracelular debido a falla en los
receptores NMDA, haciendo que entre una gran cantidad de Ca®" a la célula activando
diversas vias intracelulares. Esto sugiere una excitotoxicidad mediada por glutamato
debido a la sobre activacion de receptores NMDA (NMDAR) generando una sobre carga de

ca® y la posterior falla mitocondrial y muerte celular. Estos receptores no son los Unicos
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incrementando el calcio, la dopamina que estimula a los receptores D1 y estos por medio
de proteinas G relacionadas con la activacién de adenilato ciclasas y la produccién de AMP
ciclico (cAMP), hacen que PKA facilite la actividad de los receptores de NMDA (Revisado en

Hernandez-Echeagaray, 2010; Raymond et al., 2011).
Modelos de la enfermedad de Huntington

Como se menciond, la excitotoxicidad ha sido sefialada como el principal mecanismo de
muerte celular en varias condiciones patoldgicas como la hipoxia o isquemia. La
excitotoxicidad se refiere a los efectos deletéreos producidos en células neuronales por
concentraciones relativamente altas de glutamato interactuando con sus receptores

membranales.

Estos receptores a glutamato de dividen en dos grupos dependiendo si estdn ligados a

proteinas G o a canales idnicos.

La activacidn de estos receptores produce una entrada masiva de corrientes de Na* y Ca*

activando diversas vias que producen alteraciones celulares y muerte.

Primero ocurre una hinchazén de la célula que depende de las concentraciones de los
iones Na'y CI" extracelulares, después un incremento en las concentraciones de ca*
mediante varios tipos de canales ya sean de voltaje o asociados a NMDA para después
activar vias entre las cuales las fosfolipasas, proteasas, cinasas y enzimas como NOS
juegan un papel importante danando la ATPasa de calcio, la generacidn de radicales libres

y la alteracion de la cadena respiratoria por calcio.

Estructuralmente la excitotoxicidad es descrita como un proceso necrético que incluye la
hinchazén de la célula y del reticulo endoplasmatico y la aglutinacién de la cromatina
seguido por la hinchazdén y vacuolizacion de las mitocondrias, eventualmente la ruptura de
la membrana plasmatica y la fuga del espacio intracelular pueden finalmente llevar a la

muerte celular.
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También la excitotoxicidad se ha relacionado con la activacién de apoptosis, indicando
que ambos tipos de muerte celular puedan ser activadas por un exceso en la transmision

glutamatergica.

Esto sugiere que la presencia de apoptosis en el HD no excluye la posibilidad de que la
excitotoxicidad mediada por glutamato juegue un rol importante en la etiologia de la

enfermedad.

Es por esto que a lo largo del tiempo diversos grupos académicos han desarrollado
diferentes modelos que sirven para estudiar esta enfermedad para su mayor

entendimiento

En los primeros modelos usados para emular los efectos excitotdxicos se demostré que
una dosis de kainato un agonista de glutamato no-NMDA podia imitar las lesiones
axonales encontradas en la HD, sin embargo no reproducia perfectamente las
caracteristicas histolégicas del HD, ya que las neuronas de proyeccién asi como

interneuronas NADPH eran afectadas hasta su muerte por esta excitotoxina.

Posteriormente se utilizd el quilonilato un agonista de glutamato selectivo de NMDA, pero
de igual manera esta toxina no imita todas las caracteristicas histoldgicas ademas de que
se registraron paciente en los cuales el nivel de receptores NMDA disminuyeron desde

etapas tempranas de la enfermedad.

Posteriormente se encontré que un desacoplamiento del metabolismo energético no
necesariamente acompafiado de cambios extracelulares puede resultar en una
excitotoxicidad secundaria, ademas de encontrar que estudios en pacientes de HD

sugieren un defecto mitocondrial mostrando deficiencias en los complejos II-lIl.
Acido 3-Nitropropionico

El 4cido 3-nitropropionico (3-NP) se encontré como un agente toxico selectivo de las
MSN’s responsable de la inhibicion de la succinato deshidrogenasa (SDH) una enzima

localizada en la membrana interna de la mitocondria y responsable de la oxidacion del
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succinato a fumarato. Y que en dosis subcrdnicas puede producir dafio estriatal y

reproduce las caracteristicas histopatolégicas y neuroquimicas del HD (Rodriguez et al., 2010).

Esto gracias que el 3-NP muestra una similitud con el acido succinico y se une al sitio de

sustrato del SDH oxidandose y convirtiéndose en acido 3-nitroacilico para después

reaccionar con el grupo tiol formando un enlace covalente que la misma célula al activar a

la encima lleva al 3-NP a seguir bloqueando el sitio de unién induciendo al fallo

mitocondrial y a un decremento de ATP (Figura 7).
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I
Figura 7. Modelo de funcion del 3-NP en la cadena respiratoria. Modelo que explica cdmo el 3-NP se une al complejo Il
y su semejanza con el acido succinico para su inactivacion irreversible por el 3-nitrocrilato. Figura tomada de Brouillet et

al., 1999.
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Esto lleva a las espinas desdriticas a un estrés oxidativo y una despolarizacion membranal
resultando en la liberacién del MG que bloquea los canales NMDA permitiendo la
entrada masiva de calcio, calcio que deberia ser amortiguado por la mitocondria y el
reticulo endopldsmico pero al estar desacoplada la cadena respiratoria esto lleva a la
activacion de diversas encimas citoplasmaticas incluidas proteasas, caspasas, cinasas,
fosfolipasas y endonucleasas llevando a la muerte celular, por lo que el 3-NP puede

reproducir diversas caracteristicas anatémicas y conductuales del HD (Revisado en Brouillet et

al., 1999).

Daiios en la transmisidn sinaptica

Gracias a diversos modelos de la progresién de la HD se ha encontrado que las
alteraciones en las sinapsis de la via cortico-estriatal cambian dependiendo del estadio de

la enfermedad (Cepeda et al., 2003; Raymond et al., 2011).

La desregulacién de entradas glutamatérgicas a las MSNs ocurre temprano en la
enfermedad y es manifestado por la presencia de eventos sindpticos espontdneos y un
incremento de corrientes postsinapticas excitatorias. Esto puede reflejar un incremento
en la actividad excitatoria en la corteza y una posible reduccién en la funcidon de los
receptores presinapticos que generalmente regulan la liberacion de glutamato de las

terminales corticales (Revisado en Raymond et al., 2011).

Posteriormente, se registra un cambio tardio es la disminucién en la actividad sinaptica
de las MSNs. Este cambio se muestra al mismo tiempo que aparecen las alteraciones
conductuales volviéndose mas severo conforme progresa, junto con la desaparicidn de las
espinas dendriticas provoca que las MSNs se desconecten de sus entradas sinapticas. Se
ha observado que la reduccién progresiva de la actividad sinaptica glutamatérgica reduce
también la liberacion de BDNF, un factor esencial para el soporte neuronal facilitando la

disfuncién celular y la subsecuente degeneracidn (Revisado en Raymond et al., 2011).
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Justificacion

Con base a los antecedentes descritos una opcion de tratamiento en alteraciones
neurodegenerativas que afecta al nucleo estriado como es la HD, podria ser el
restablecimiento neurotréfico. En el laboratorio se ha mostrado que la NT-3 parece
provenir de la corteza. Ademas a lo largo del desarrollo la neurotrofina-3 se encuentra en
los somas de células neoestritales (Zermefio et al., 2009). También en nuestro laboratorio
tenemos evidencia de que la NT-3 modula la transmisién corticoestriatal (Mendoza et al.,
2014), pero desconocemos si a NT-3 favorece los procesos de plasticidad sinaptica en el
estriado. Asi mismo, hemos observado que tanto la NT-3 como su receptor TrkC
incrementan su expresién en un modelo de la neurodegeneracién estriatal inducido con la

toxina mitocondrial 3-NP (Hernandez-Echeagaray et al. 2012; Espindola et al. 2012).
Hipotesis

Como se ha mencionado la NT-3 tiene reportes de modificar sinapsis, ademas de activar
diversas vias y algunas de ellas estimulas factores anti apoptoticos, asi que creemos que
en rebanadas de estriado dafadas con la toxina 3-NP, esta neurotrofina podria modificar

ya sea la respuesta sinaptica o la plasticidad generada.
Objetivos

Analizar el efecto del NT-3 sobre las plasticidad sinaptica estriatal en un modelo de

neurodegeneracion.
Para lo cual se necesita:

e Evaluar el efecto modulatorio en campo de la NT-3 en la sinapsis estriatal en
condiciones normales.

e Evaluar el efecto modulatorio en campo de la NT-3 en la sinapsis estriatal en un
modelo de neurodegeneracion

e Evaluar el efecto de la NT-3 en la plasticidad sinaptica estriatal en condiciones
normales
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Metodologia

Obtencion de rebanadas de tejido cerebral

Para los experimentos se usaron ratones macho C57/BL6 de 30 dias de nacidos los cuales
fueron anestesiados con éter y posteriormente fueron sacrificados por decapitacion. Se
extrajo el cerebro del craneo y le fueron retirados los bulbos olfatorios y el cerebelo, se
separaron los dos hemisferios y se colocaron en un vibratomo (Pelco® 102, 1000 Plus, USA)
se realizaron cortes sagitales de 400 micras. Todo esto bajo el flujo de la solucidn
fisioldgica artificial de liquido cerebro-espinal a 4°C, dicha solucién contiene: CaCl, (2 mM),
NaCl (125 mM), KCI (3 mM), MgCl, (1 mM), NaHCOs3 (26 nM), acido ascérbico (0.2 mM),

tiourea (0.2 mM) y glucosa (10 mM) gaseadas con una mezcla de 02/C0O2 en 95/5%.

Las rebanadas obtenidas se colocaron en una camara de registro con perfusidén constante
con un flujo de 1.5 — 2 ml/min con la misma solucion fisiologica, y se les afiadié en el bafo

bicuculina (10 uM) un bloqueador de los receptores GABA.

El registro electrofisioldgico se realizé en el estriado dorsolateral, utilizando un electrodo
de estimulacién colocado en el cuerpo calloso, y se registrd la sefial de salida con un

segundo electrodo de borosilicato situado entre 3-5 milimetros de distancia.

Posteriormente con un protocolo de pulso pareado de 50 milisegundos entre cada pulso
se evaluaron los cambios en la facilitacidn, y se registraron controles largos de 30 minutos
solo con bicuculina para demostrar que la respuesta obtenida no se vio afectada en el

tiempo, se repitid igualmente para la NT-3 y en el modelo de neurodegeneracién.

Se generé la plasticidad con un protocolo de tren de alta frecuencia supra umbral y se
grabdo 30 minutos para observar que la plasticidad fuera constante. Para generar la
plasticidad se dieron 3 trenes de corriente a una frecuencia de 100Hz mientras que el
voltaje supra umbral fue obtenido mediante una curva intensidad-respuesta para ajustar

el voltaje a la amplitud media de la respuesta.

28



Los experimentos con NT-3 se grabaron de 10 a 20 minutos control, y se afiadio al bafio la
neurotrofina al bafio con bicuculina y se grabé 30 minutos posteriormente se dio un tren

supraumbral de alta frecuencia.

De igual manera los experimentos con el modelo neurodegenerativo fueron tratados con
3-NP 15mg/kg via intraperitoneal durante 5 dias y se dejaron descansar 2 dias para su

posterior sacrificio y su registro electrofisiolégico.

Los datos obtenidos de los registros se digitalizaron con ayuda de la tarjeta ATM10
acoplada a un sistema de analisis de sefiales, se analizaron y graficaron con el software

OriginPro7.
Registro electrofisiologico

En nuestros experimentos realizamos registros extracelulares de poblaciones neuronales
para observar cambios en las corrientes idnicas llamados potenciales de campo o espigas
poblacionales, asociadas con el resultado de varios potenciales de accién sincronizados en
nuestra poblacidn neuronal, de tal manera que el tamafo de una espiga poblacional en el

registro depende del tamafio de la poblacidon neuronal activa.

Este potencial de campo extracelular tiende a tener forma de una onda trifasica debido a
la formacién de pozos y fuentes, donde los pozos son corrientes entrantes a las células y
son representados con un simbolo negativo (-) mientras que las fuentes son corrientes
salientes y son representadas con un simbolo positivo (+). Esto genera una diferencia de
potenciales por el cambio en la posicién de los pozos y fuentes a lo largo del tiempo, vy al
propagarse la corriente la fuente se convierte en pozo y el pozo anterior en fuente y mas

adelante se genera otro nuevo pozo (Johnston y Miao-Sint, 1995).
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Protocolo de Pulso Pareado

El protocolo de pulso pareado consiste en dar dos estimulos de la misma intensidad y
duracién, cercanos en el tiempo (aprox. 50 ms entre cada uno), esto genera que la
respuesta al segundo estimulo se vea influenciada por el primero, dependiendo de la
intensidad incrementara o decrementara la amplitud de la repuesta, si la relacidn entre
ambas respuestas S2/S1 cambia es indicativo de modificaciones presinapticas, mientras
que si la relacion entre ellas no se modifica puede ser indicativo de mecanismos

postsinapticos.

Cuando se estimula una neurona ésta se despolariza y se activan canales de calcio
dependientes de voltaje presentes en la terminal presinaptica, permitiendo el influjo de
calcio en la terminal, este incremento en el calcio lleva a que las vesiculas con el
neurotransmisor se fusionen con la membrana y sea liberado en el espacio sindptico. Los
mecanismos de amortiguacién del calcio, son los encargados de mantener las
concentraciones normales de Ca?*, sin embargo la cinética de amortiguamiento es lenta
por lo que si la célula se estimula con un segundo estimulo cercano en el tiempo, el calcio
gue aun no se amortiguaba por los mecanismo de recaptura se suma al calcio remanente
del primer estimulo, lo que incrementa la probabilidad de liberacién neurotransmisor (Katz

y Miledi, 1968).

Si lo anterior se lleva a cabo la segunda respuesta (S2) serd mas grande que la primera (S1)
ocurriendo una facilitaciéon por pulso pareado (FPP), por la facilitacion de liberacion en el
segundo estimulo. Pero si S1 tiene una entrada masiva de calcio, hay mayor probabilidad
de la liberacion del neurotransmisor con este estimulo y cuando se estimule por segunda
vez, la terminal no podra liberar mds neurotransmisor debido a que en el primer estimulo
se vaciaron las vesiculas que contienen al neurotransmisor, este hecho lleva a la

generacion de una depresion sindptica por pulso pareado (DPP) (Johnston y Sin 1995).
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Resultados

Usando las metodologias antes descritas en este trabajo se evalud el efecto en
transmisidn sindptica y la plasticidad sinaptica de la neurotrofina 3 (NT-3) en control y el

modelo de 3-NP.

Se realizé una curva de intensidad-voltaje para determinar la estimulacion necesaria para
obtener una respuesta del 50% para no sobre estimular la respuesta y observar los

cambios ocasionados por el experimento (Figura 8).

200_ /.___. e ——— ——r————— 15 Vv

1509 / wvv"--—-—vvv\ 30v

Amplitud
=)
S
1
N
o
<

>0 WW—WV\ 50 v

0 ._l—l/.

T T T T T T T T T T T J -
0 10 20 30 40 50 60 20 ms
Voltaje

Figura 8. Curva Amplitu-Voltaje. Curva hecha para mostrar las diferentes amplitudes y los niveles de saturacion de las
poblaciones para determinar el punto medio de estimulacion. A la derecha se muestran trazos representativos de los
diferentes voltajes.

De igual manera se realizaron registros de larga duracién con la finalidad de mostrar que
nuestras rebanadas asi como los registros obtenidos en ellas se encontraban en buenas
condiciones y que los cambios en las respuestas poblacionales de los experimentos se
deben a los efectos de la neurotrofina y no a una metodologia mal empleada. Estos cursos

temporales muestran que la amplitud de las espigas poblacionales se mantiene estable a

lo largo del tiempo (Figura 9).
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Figura 9. Curso temporal largo. Experimento de registro de campo donde se muestra el curso temporal de un
experimento control que no ha cambio en el tiempo demostrando que los efectos mostrados son por manipulacion de
nuestros farmacos. Y a la derecha trazos representativos de las amplitudes.

En la figura anterior se muestra a las espigas poblaciones separadas por un periodo de
tiempo de mas de 30 minutos y aun asi no mostrar cambios significativos durante el curso

temporal, demostrando que los experimentos fueron estables y los tejidos sanos.

Modulacion de la sinapsis glutamatérgica por accion de la neurotrofina-3

(NT-3) en estriado y en un modelo de neurodegeneracion estriatal.

Antes de evaluar los efectos de la NT3 en la plasticidad primero se registrd su efecto en la

modulaciéon sindptica en tejido sano y en tejido proveniente del modelo de

neurodegeneracion que hemos establecido en el laboratorio para ver sus distintos efectos.

Se realizaron registros control en ambas muestras y posteriormente se adiciond la

neurotrofina (50 ng/ml) al bafio.

En la figura 10-C se observa el efecto modulatorio de NT-3 mostrando un incremento de
57+6.1% significativo en la amplitud de S1 (p<0.001) con respecto al control. Mientras
gue el modelo neurodegenerativo de igual manera mostro un incremento pero en

proporcién de menor grado siendo de 30+5.7% para la amplitud de la S1 (p<0.001).
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Figura 10. Modulacidn de la transmision sinaptica por NT-3 en control y el modelo de HD. En A y B se pueden observar
los trazos representativos de los potenciales sindpticos mostrando en ambos un incremento en la amplitud. Siendo A los
trazos control y B los tratados con 3-NP los trazos tratados en ambos casos los trazos rojos para la aplicacién de la
neurotrofina-3. Los numeros indican la localizacidn de los trazos en el curso temporal. En C se muestra el curso temporal
normalizado en porcentaje de la amplitud de los potenciales de campo contra tiempo, en cuadros negros para el control
y para el modelo de HD en circulos grises. La linea superior muestra cuando se adiciono y la concentracidn de la

neurotrofina (50ng/ml) (n=3).
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De igual manera se llevaron analisis de los datos producidos por el pulso pareado, como se
explicé anteriormente con el cociente de ambas espigas (52/S1) se puede inferir el

mecanismo de accidn ya sea pre o pos sindpticos (Figura 11).

Control 3-NP

S2/S1
o
|

06 o
Pre NT-3 Post NT-3 Pre NT-3 Post NT-3

Figura 11. Protocolo de pulso pareado (S2/S1) antes y después de aplicar NT-3 en condiciones control y en modelo de
HD. En la gréfica se muestra el cociente de S2/S1 en negro la parte control y en rojo bajo el modelo de HD. Se puede
observar la tendencia a disminuir de dicho cociente e incluso mas en el modelo, pero no presenta diferencias
significativas.

En los andlisis del pulso pareado (figura 11) se observa que el grupo control modulado por
la neurotrofina a pesar de que se muestra una tendencia a disminuir el cociente (Control:
1.5+0.5; NT-3: 1.240.3) no se encuentran diferencias significativas, de igual manera para
la modulacion en animales tratados con 3-NP se observa una tendencia similar (3-NP:

1.7+0.8; NT-3: 1.2+0.6) tampoco se encentran diferencia significativas sugiriendo un

efecto mediado por actividad postsindptica.
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Generacion de plasticidad sindptica en condiciones control y en presencia

de la neurotrofina-3.

Anteriormente se menciond la importancia de la plasticidad sinaptica y su papel en el
aprendizaje, con el fin de evaluar este fendmeno se realizaron los siguientes experimentos
en condiciones control y posteriormente el efecto que la NT-3 puede causar en este

fendmeno.

En la figura 12, se muestran los datos obtenidos para ambos experimentos donde al
aplicar un tren de alta frecuencia sobre la poblacidn control se observa un decremento en
la amplitud de la espiga poblacional S1 (57.943.7%), este cambio fue significativamente

diferente (P<0.001).

Por otro lado en presencia de NT-3, la espiga poblacional en respuesta a S1 también
decemento su amplitud (28.8+2.4%) después del tren de alta frecuencia, es decir se

produjo LTD, este decremento fue significativo con respecto a su control (P<0.001).

También en estos experimentos se llevd el andlisis de los cocientes de S2/S1 para
determinar la naturaleza de los efectos. En las rebanadas de los animales control se
observé un incremento no significativo (Control: 1.5+0.3; HFS: 2.08+1.08). Por otra parte
el resultado del cociente para los experimentos con NT-3 no mostraron diferencias
significativas (NT-3: 1.26+0.3; HFS: 1.77+0.1) indicando un posible efecto postsinaptico.

(Figura 12).
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Figura 12. Plasticidad sinaptica control y modulada por NT-3. En Ay B se pueden observar los trazos representativos de
los potenciales sinapticos mostrando ambos un decremento en la amplitud. En A se muestran los trazos control y en B
los trazos de los animales tratados y rojo para después del tren de alta frecuencia (HFS). Los numeros indican la
localizacion de los trazos en el curso temporal. En C se muestra el curso temporal normalizado en porcentaje de la
amplitud de los potenciales de campo contra tempo, en cuadros negros el control y con circulos grises se muestra los
trazos con NT-3. La linea superior muestra cuando se adiciono la NT-3 solo para circulos grises y la concentracion de la
neurotrofina (50ng/ml) (n=4) la flecha indica el momento del estimulo.
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Figura 13. Protocolo de pulso pareado (52/S1) antes y después de aplicar un tren de alta frecuencia en ausencia y
presencia de NT-3. En la grafica se muestra el cociente de S2/S1 en negro la parte control y HFS para después del tren y
en rojo para la NT-3 e igual HFS para después del tren. En control se aprecia una gran diferencia en cociente sin llegar ser
significativa, mientras que en presencia de NT-3 no se produjo mucho cambio.

Plasticidad sinaptica en un modelo de neurodegeneracion y el efecto de la

NT-3 en ella.

Ya hemos observado que el dafio que el HD puede ocasionar en la transmisién sindptica
por medio de nuestro modelo farmacoldgico y algunos de los mecanismos en los procesos
de plasticidad sinaptica ahora para para poder ver como la HD afecta esta plasticidad, se
realizaron protocoles de plasticidad en ratones tratados con 3-NP e igualmente se
realizaron experimentos bajo la mismas condiciones pero en presencia de NT-3 para ver

los efectos de esta neurotrofina en la plasticidad en sinapsis dafadas.

Cabe resaltar que en los experimentos de 3-NP en presencia de NT-3 son la continuacidn
de los experimentos mostrados en el proceso modulatorio dandose a entender que

nuestras muestras llevan de 30 a 40 minutos en presencia de la neurotrofina.
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En estos experimentos se puede observar como después de aplicar un tren de alta
frecuencia en las muestras tratadas con 3-NP se observa un incremento en la amplitud de
la espiga poblacional S1 (38.8+3.5%) siendo un incremento significativo con respecto a su

control (P<0.001) Figura 14.

Mientras que las poblaciones igual tratadas con 3-NP pero con NT-3 en el bafio a las cuales
igual se les aplico un tren de alta frecuencia mostraron un decremento en el tamafo de

las espiga poblacional S1 (36.314.1%) siendo también significativo (P<0.001) Figura 14.

De igual manera que en los experimentos pasados se hizo el analisis de los cocientes S2/S1
donde por la parte de los experimentos con 3-NP no se encontrd diferencia alguna en los
cocientes de la amplitud antes y después del HFS (3-NP: 0.86+0.19; HFS: 0.777+0.12),
tampoco hubo diferencia en este aspecto para la parte de 3-NP/NT-3 (3-NP/NT-3:

1.38+.06; HFS: 1.39+40.8) sugiriendo un posible efecto postsindptico Figura 15.

Se tienen reportes de la expresién de esta neurotrofina en hipocampo (Friedman et al., 1991),
y la expresiéon de sus genes en ganglios basales y mayormente en giro dentado (zhangetal.,
2007) y nuestro laboratorio se ha encontrado en el estriado. Pero estos efectos no son solo

atribuibles a la neurotrofina, tiene que haber un receptor a quien unirse.

Se sabe que NT-3 se une a su receptor TrkC y en menor intensidad a TrkA y B , pudiendo
activar una serie de vias en la postsinapsis, como se habia mencionado anteriormente la
activacion de estos receptores puede activar Shc permitiendo la formacién del complejo
de Grb2/SOS terminando en la activacion de proteinas ERK este mecanismo activa RSK
que fosforila CREB que regula la transcripcidn con la subsecuente sintesis de proteinas que
ayudan al incremento de la transmisidon sindptica (Finkbeiner, 1997) que aseguran la

maduracion de la maquinaria para la liberacién de neurotransmisores (Hyun-Soo et al., 2006).
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Figura 14. Plasticidad sinaptica en 3-NP y en 3-NP en presencia de NT-3. En A y B se pueden observar los trazos
representativos de las espigas sindpticas poblacionales mostrando para A un incremento en la amplitud y para B
decremento en la amplitud. Siendo negro los trazos antes del tren y rojo para después de su estimulacion. Los nimeros
indican la localizacion de los trazos en el curso temporal. En C se muestra el curso temporal normalizado en porcentaje
de la amplitud de los potenciales de campo contra tempo, en cuadros negros abiertos para el control con 3-NP y
cerrados para después del estimulo de alta frecuencia (HFS), en rojo con circulos abiertos se muestra el control con 3-
NP/NT-3 y cerrados después del HFS. La linea superior muestra cuando se adiciono la NT-3 solo para circulos grises y
cerrados y la concentracién de la neurotrofina (50ng/ml) (n=4;n=3) la flecha indica el momento del estimulo.
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casi nula diferencia entre cocientes.
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Discusion

PI3K e IP3 posibles vias en la modulacion sinaptica de NT-3

El efecto modulatorio del NT-3 observado en la figura 10 también se ha observado en
sinapsis neuromusculares cultivadas (Lohof et al., 1993) donde una exposicién aguda
potencia la transmision sindptica, también se ha encontrado que aumenta la transmisién
sindptica en la via de las colaterales de Schaffer (Kangy Schuman, 1995) al igual que en la
transmisién de fibras musgosas en ratas adultas anestesiadas (Ramos-Languren y Escobar,

2013).

Por otra parte también se activa la via PLCy la cual como se explicé anteriormente genera
DAG e IP3. IP3 junto con PI3K induce la liberacién de calcio de vesiculas intracelulares
promoviendo vias activadas por este ion como la activacion de la Ca/calmodulina cinasa |l
(CaMK-Il) incrementando la modulacién de la transmisidn sindptica (Yang et al., 2001; He et al.,

2000), mientras que DAG activa PKC iniciando las cascada de MAPK fosforilando CREB.

Y aunque esto en primera instancia podria estar en oposicidn con nuestros resultados se
cree que los efectos presinapticos son mostrados en un inicio, mientras los efectos
postsindpticos son manifestados después de mas tiempo de exposicién a la neurotrofina 'y

son independientes (Alder, 2005; Tyler et al., 2002; Paul et al., 2001).

En la postsinapsis de igual manera el aumento de calcio y la activacién de CaMKIl pueden
controlar la fusién de vesiculas con neurotrofina al medio pero mas importante es la
estimulacion de NMDAR por las neurotrofinas aumentando la probabilidad de apertura de

los canales NMDA (Levine et al., 1998; Kovalchuk et al., 2002).

La combinacidn de estos factores, la liberacién de mas neurotransmisor en la presinapsis y
la activaciéon de canales NMDA en la postsinapsis podrian llevar al incremento de la

transmisidon generado por la NT-3 (Alder, 2005; Gomez-Palacio-Schjetnany Escobar, 2013).

Al igual gue en condiciones control en el modelo de 3-NP se observa un incremento en la

modulacién sindptica pero de menor grado. Recordemos que en la HD se lleva a cabo una
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desconexion de la corteza ademas de la reduccion del arbol dendritico y muerte neuronal

podrian ser algunas de las causas por las cuales se muestra la diferencia.

En el HD se ha encontrado un aumento en el acido lactico cerebral y un decremento de la
actividad de succinato deshidrogenasa llevando a una inestabilidad energética que agota
los reservorios de ATP deteriorando al potencial de membrana, bajo estas condiciones el

Mg”* que bloquea los receptores NMDA es liberado (Gu et al. 1996; Beal et al. 1993).

Los receptores NMDA (NMDAR) son receptores inotrépicos de glutamato (IGIuR) y en las
MSN’s se han encontrado principalmente NMDAR tipo GIuN2B, estos receptores han sido
ligados con vias de muerte celular. Este tipo de receptores se encuentran extra sinapticos
(EXNMDAR) mostrando una actividad opuesta a CREB promoviendo la apoptosis y la
entrada de calcio ademas de sefiales de muerte mediadas por JNK-MAPKs siendo la httm
la que como resultado de la alteracion de la proteina de densidad postsindptica (PSD-95)
provoca la inestabilidad de NMDAR sinapticos mientras que por una via de Calpain-
calcineurina activan fosfatasa enriquecidas en tirosina (STEP por sus siglas en ingles) que
desfosforilan el residuo 1472 de los NMDAR GIuN2B reduciendo su expresion vy

promoviendo su difusidn lateral (Cepeda et al., 2007; Reymond, 2011).

También se ha reportado que CREB regula la Transcripcién de BDNF una neurotrofina

importante en la sobrevivencia de las neuronas (Tao et al., 1998).

En nuestro modelo con 3-NP esto podria ser analogado, como se mencioné antes se ha
encontrado afectaciones mitocondriales que llevan a déficits energéticos que
desencadenan el cambio en el potencial de membrana y la despolarizacién que a su vez
indice el desbloqueo de NMDAR, estos mismos mecanismos se expresan en el modelo de
3-NP produciendo una inhibicion del complejo Il mitocondrial y causando el mismo
desbalance en la membrana y sus consecuencias antes descritas (Beal et al., 1993; Ahuja, 2007;
Calabresi et al., 2001; Dalben et al., 2005; Bonsi, 2006) ademas de muerte y apoptosis por

inhibicidn de este complejo.
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Estos eventos combinados, la muerte de neuronas por excitotoxicidad y la activacion de
canales NMDA con la subunidad GIuN2B que modulan a CREB podrian una ser la posible

causa de la reduccidn de la potenciacion de S1 en nuestros registros.

Endocanabinoides y su papel en la LTD en presencia de NT-3

Como se ha mencionado se cree que la base del almacenamiento de la informacidn son las
adaptaciones en las respuestas sindpticas a largo plazo como es en el caso de los ganglios
basales (GB) y en especifico del estriado, la plasticidad sindptica especialmente la
depresion a largo plazo (LTD) que es la forma de adaptacién mas comun encontrada en GB
toma un papel importante en la trasferencia de informacién a las estructuras de los

ganglios basales por parte de la corteza.

El estriado contiene dos vias principales: la via indirecta y la via directa, dada la naturaleza
del experimento (registro de campo) la respuesta observada es la suma de ambas, aunque
se han encontrado diferencias entre los mecanismo que desencadenan LTD en una via y

en otra, dado por las diferencias en los receptores de las MSN’s en las diferentes vias.

Bastante se ha analizado este fendmeno y aln que no se ha descubierto todo, se ha

encontrado que se involucran tanto la presinapsis como la postsinapsis.

En la postsinapsis se han encontrado la activacién de canales de calcio dependientes de
voltaje en especial los Cav1l.3 y receptores metabotrdpicos de glutamato (mGIuR) ademads
de la activacién de receptores de endocanbinoides (CB1) en la presinapsis aunque su
produccién se atribuye al postsinapsis y se cree estd bajo una via dependiente del

receptor a dopamina D1 (Revisado en Dupuis, et al., 2014).

También se ha sugerido la participacion de interneuronas que cuando se activa su
receptor a dopamina D5 las lleva a éxido nitrico (NO) el cual se difunde por la membrana
de las MSN’s y activa a las guanilato ciclasas (sGC), esta también se cree segregan

endocanabinoides (Revisado en Dupuis et al., 2014).
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Estos endocnabinoides han sido implicados en las plasticidades de diversas partes del
cerebro como hipocampo, cerebelo y estriado y funcionan como mensajeros retrégrados
gue son expulsados a la hendidura sindptica y recibidos en la presinapsis, activando CB1y

reduciendo la cantidad de neurotransmisor liberado (Revisado en Wickens, 2009).

Los receptores a dopamina D2 también tienen participacién al bloquear a la adenil ciclasa

(AC) llevando a un decremento en la actividad de PKA. (Revisado en Dupuis et al., 2014).

Mientras que en presencia de NT-3 este LTD si bien siguid mostrandose este fue menor, es

decir la liberacién y/o recepcién de neurotransmisor fue mayor.

Esto principalmente se deba a los mecanismos mencionados anteriormente por los cuales
la NT-3 puede modular positivamente y contrastados con estos mecanismos se puede

suponer una reduccién en la LTD.

Anteriormente se mencioné como la NT-3 puede estimular a los NMDAR y hacer que la
probabilidad de apertura sea mayor, esta sensibilidad incrementa la entrada de calcio que
junto con las cascadas generadas por su Trk especialmente PI-3K e IP-3 que se ha

demostrado que son esenciales para la potenciacién sinaptica.

También antes se ha descrito que la NT-3 puede inhibir a los receptores GABA, los cuales

tienen un papel en la generacion de LTD al ser inhibitorios (Kim et al., 1994).

Las rutas antes mencionadas modulan la sinapsis se ha reportado que para que los efectos
sean a largo plazo es necesario la traslacidn de proteinas por medio de la via de Akt esta
via es activada por PI3K que cuando el receptor Trk es endocitado se ve favorecida. Akt
activa una serie de efectores involucrados en la sintesis de proteinas, entre ellos se
encuentra mTOR una cinasa que inicia la translacién de proteinas. Otro efector activado
por Akt es la glicégeno sintasa cinasa-3f (GSK-3B) que mediante su fosforilacion e
inactivacion por Akt incrementa la actividad del factor de intercambio elF-2B y este

promueve el reclutamiento de tRNA al ribosoma (Je et al., 2005; Je, 2011).
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Esto nos indica que a pesar de los diversos mecanismo provistos por las interneuronas vy el
control retrogrado de las sinapsis estriatales sobre las sinapsis corticales que generan LTD

la NT-3 podria estar disminuyendo este efecto por diversos mecanismos a largo plazo.
LTP en 3-NP y el efecto de la NT-3 en ella

Lo contrario a un LTD es una potenciaciéon a largo plazo o LTP lo cual sucede en estriado
cuando esta dafiado, con anterioridad se menciond las caracteristicas de como se

encuentran las neuronas en la HD.

Este LTP no es malo por si solo, también es parte importante de modificaciones sinapticas
necesarias para la memoria, el problema reside en la sobre estimulacién que esto

presenta para las sinapsis en la condicién que se encuentran.

Se ha descrito a los NMDAR con un papel principal en la potenciacidon a largo plazo ya que
este receptor permite la entrada de calcio al unirse a glutamato proveniente de la corteza
y recluta receptores glutamatergicos no NMDA, llamados AMPA quienes despolarizan la
membrana, también se ha descrito la participacion de CaMKIl. Las MSN’s tienen un
mecanismo para prevenir esto, como se ha explicado antes estas tienen diversos métodos
inhibitorios con mensajeros retrégrados los cuales disminuye la secrecién de glutamato

haciendo que sean menos los canales activados (Malenka y Bear, 2004).

También los Receptores a Dopamina D1 han sido involucrado con la generacion de LTP
dado que estos receptores activan adenil ciclasa (AC) que a su vez activa a PKA y esta
fosforila a DARPP-32, una fosfoproteina abundante en las MSN’s, esta se fosforilan en el
residuo Thr34 esto ocasiona la inhibicién de la proteina fosfatasa 1 (PP1) la cual estd
asociada con procesos de LTD favoreciendo al LTP. Aun que se ha descrito que si DARPP-
32 es fosforilada en otro residuo (Thr75) por Cdk5 este puede inhibir PKA (Miranda-Barrientos
et al., 2014). Por otro lado hay estudios en los que se sefiala la fosfatasa 2A (PP2A) puede

des fosforilar Thr75 inhibiendo la inhibicion de PKA (Revisado en Nair et al., 2014).
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PP2A y PP2B (este ultimo es las fosfatasa encargada de activar Cdk5) son activadas por
calcio, pero con la diferencia de que a bajos niveles de calcio es activada PP2B y a

concentraciones altas es PP2A la que se activa (Revisado en Nair et al., 2014).

Asi que con esto y con lo antes descrito en lo que respecta al HD podemos asociar el
desgaste mitocondrial que afecta el potencial de membrana haciendo mas sensibles a los
NMDAR y a los AMPAR con el glutamato, llevando a una entrada masiva de calcio; ademas
de los reservorios internos podria estar favoreciendo la desfosforilacion de DARPP-32 por
tanto incrementando PKA mostrando una LTP que aun que las aferencias corticales se

dafen se sigue mostrando por la sensibilizacion de las MSN’s.

Sin embargo, en presencia de NT-3 este efecto se revierte mostrandose una LTD otra vez y
aunque en este trabajo se ha mencionado que la NT-3 tiene atribuidas diversas vias por las
cuales puede incrementar la amplitud, también se observé que después de un tren en
condiciones normales no genera LTP, se mantiene una LTD caracteristica del estriado. Esto
nos habla de la habilidad de la NT-3 de restablecer la plasticidad en condiciones anormales
aunque en menor grado; ademas de la existencia de diversos estudios demostrando su

habilidad para modificar a la sinapsis.

Se ha estudiado las vias de las MAPK para la activacion de moléculas de adicidn celular
(CAMs por sus siglas en ingles) para que estas posteriormente modifiquen botones
sindpticos, ademas de MAPK también se ha encontrado Rapl activando CAMs. De igual
manera se ha visto que NT-3 puede estimular al factores de transcripcién CREB; como se
ha explicado antes, también es posible la activacion de Adfl otro factor de transcripcién
activado por MAPK que ha demostrado promover el desarrollo de la morfologia sinaptica

(Je et al., 2006).

Otra via poco estudiada en su efecto sobre la NT-3 es la NF-kB que promueve la
sobrevivencia de neuronas y bloquea la apoptosis y se ha visto activada por NT-3 en las
neuronas de los ganglios espirales (Vandenbosch et al, 2013). Y no solo en os ganglios
espirales también en el grupo dorsal respiratorio (por sus siglas en ingles DRG), NG e

hipocampo, en neuronas dopaminergicas y moto neuronas se han observado crecimiento
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de neuritas, modificacion en las sinapsis y sobrevivencia gracias a la NT-3 (Revisado en Skup,

1994).

Dado que una de las causas de la muerte celular en la HD es por apoptosis probablemente
la NT-3 podria estar frenando la accidn de factores apoptéticos. Ademas de todos estos
probables mecanismos no podemos descartar la naturaleza de la NT-3 con los demas
receptores Trk ya que se ha reportado que TrkB es altamente activado por NT-3 casi al
mismo nivel que activa TrkC y son activados solo 1 minuto después de su aplicacidén (zhang

etal., 2011).

Al activar TrKB se pueden activar vias que activaba BNDF o sinergizarse con las activadas
por NT-3 y ayudar en cambios morfoldgicos reportados en neuronas con DARP-32 y

neuronas GABAérgicas (Ventimiglia et al., 1995; Ivkovic et al., 1997).

Aunque los procesos de modificacidn podrian ser la principal causa del regreso del LTD se
tendran que revisar las distintas vias que se desencadenan en este proceso, ya sea por
coactivacion de mas receptores Trk o incluso P75 desencadenando procesos de

sobrevivencia esto abre el paso a nuevas investigaciones.

Concluyendo, se ha estudiado los mecanismo por los cuales las neurotrofinas logran
modular la trasmision sinaptica por diferentes mecanismos pero poco se ha estudiado de
estos mecanismo en condiciones de dafo, no solo en la transmisidn sino en procesos
plasticos a largo plazo, ya que si bien estos parecen ayudar a la LTD tendriamos que

bloquear las vias para poder dilucidar que mecanismo es el que esta participando.
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Conclusiones

En el presente trabajo se encontré que la aplicacion de la neurotrofina NT-3
modula la transmisidén sindptica glutamatérgica cortico estriatal positivamente.
Mostrando un incremento en la amplitud de los potenciales poblacionales,
mediante mecanismos tanto presindpticos como postsindpticos de sensibilizacién
de receptores y de aumento en la secrecién de neurotransmisores por vias PI3K e

IP3 activando CaM-KII.

Se probd la plasticidad generada en la HD corroborando el uso del modelo

farmacoldgico y los procesos excitotoxicos.

La modulacion de la plasticidad a largo plazo por la neurotrofina NT-3 en sinapsis
cortico estriatales. Siendo vias MAPK, PI3K y la desensibilizacién de los receptores
NMDA ademas de reclutar proteinas mTOR posibles opciones para la fusidon de

vesiculas las posibles responsables de esta reduccién de LTD.

Y finalmente que la presencia de la neurotrofina NT-3 puede generar LTD en un

modelo de neurodegeneracién por mecanismos aun por dilucidar.
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