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RESUMEN

La enfermedad de Huntington es un desorden neurodegenerativo que se genera por una
pérdida gradual de neuronas GABA¢rgicas y gliosis en el nucleo del estriado y en
menor medida en la corteza cerebral (Heimer, Zahm & Alheid, 1995). La informacién
del estriado fluye hacia los nucleos de salida a través de dos vias: a) la via directa
formada por células GABAérgicas que expresan receptores dopaminérgicos tipo D1 y
regulan la actividad de la sustancia nigra; y b) la via indirecta formada por el mismo
tipo neuronal pero que expresa receptores dopaminérgicos tipo D2 y regula la actividad
del globo palido (Smith, Bevan, Shink & Bolam, 1998). Los modelos excitotoxicos de
la enfermedad de Huntington resultan en un incremento a corto plazo de la actividad
locomotora espontdnea en roedores (Mena-Segovia, Cintra, Prospero-Garcia, &
Giordano, 2002). El proposito de este experimento fue determinar el papel del sistema
dopaminérgico sobre la actividad locomotora; para esta finalidad se utilizaron ratas
Sprague-Dawley que fueron implantadas con cédnulas directamente en el estriado
anterodorsal. Los animales control recibieron una administracion intraestriatal del
vehiculo (solucion amortiguadora de fosfatos, PBS 0.1 M) y los experimentales
recibieron una inyeccion de acido kainico (5 nmoles/0.5 pl). Se evalud la actividad
locomotora a los 7 dias post lesion usando un sistema automatizado. Todos los animales
recibieron una inyeccion bilateral intraestriatal de 7.5 pg/ul SKF 38393 (agonista del
receptor tipo DI1), 2.5 pgiul quinpirol (agonista del receptor tipo D2), 5 pgiu
SCH233990 (antagonista del receptor tipo D1), o de 5 pg/ul eticlopride (antagonista del
receptor tipo D2) en una primera infusion y del vehiculo en la segunda infusion. Al
finalizar el experimento los animales fueron perfundidos intracardialmente y la
presencia de la lesion fue evaluada. Los resultados muestran que los animales
lesionados fueron mas activos que los controles; ambos grupos muestran un incremento
en la actividad locomotora cuando se administra el agonista del receptor tipo D1 y
disminuye con el antagonista del receptor tipo D1, sugiriendo la participacion de la via
directa. Sin embargo tanto el agonista como el antagonista del receptor tipo D2

disminuyen la actividad locomotora en ambos grupos de animales.



| - INTRODUCCION

Los ganglios basales son ntcleos subcorticales que se encuentran dentro de los
hemisferios cerebrales localizados en la base de cada hemisferio. Son nucleos de
sustancia gris que forman parte del telencéfalo y estan en relacion cercana con el
diencéfalo (Waxman, 2001). Estan compuestos principalmente por cuatro nucleos que
son: el estriado (caudado y putamen), globo palido, nucleo subtaldmico y sustancia
nigra (Kandel, Thomas & James, 1997); siendo el estriado el ntcleo principal, debido a

que recibe una importante inervacion glutamatérgica proveniente de la corteza.

Segun la hipotesis predominante, la informacion que procesan los ganglios basales fluye
a través de dos sistemas que van hacia el tdlamo: una via directa, formada por los
axones de las neuronas estriatales GABAérgicas que expresan receptores
dopaminérgicos tipo D1 que proyectan hacia el nucleo entopeduncular (EP) y la
sustancia nigra reticulata (SNr). El otro sistema es conocido como la via indirecta, que
esta formado por los axones de la neuronas GABA¢érgicas que expresan receptores
dopaminérgicos tipo D2 (Smith et al., 1998) que proyectan a través de nucleos
intrinsecos (globo palido y nucleo subtaldmico) hacia el EP y SNr. Ambas vias ejercen
efectos opuestos sobre el EP y la SNr, estas proyecciones terminan en varios nucleos del
talamo desde donde fibras eferentes se dirigen selectivamente hacia el l6bulo frontal.
Desde éste influyen sobre el sistema motor y participan en el mantenimiento de la
postura, la ejecucion coordinada de movimientos, el inicio de la locomocion y la

preparacion del movimiento (Kandel et al., 1997).

Las alteraciones en el circuito de los ganglios basales, como es la degeneracion de las
neuronas estriatales con pérdida selectiva de neuronas GABAérgicas y degeneracion de
las capas mas profundas de la corteza (principalmente la corteza frontal), conducen a
cambios en el tono muscular y movimientos involuntarios (corea) caracteristicos de la
enfermedad de Huntington (Graybiel, 2000). Una importante aproximacion para tratar
de entender esta enfermedad neurodegenerativa ha sido el desarrollo de modelos
animales apropiados que mimeticen las secuelas conductuales y neuroquimicas del

trastorno (Pérez & Rios, 2000).



Los modelos animales de la enfermedad de Huntington se realizan mediante la
induccion de la muerte de células estriatales con un neurotdxico, siendo los mas
utilizados el acido kainico y el dcido quinolinico; los cuales producen muerte celular por
excitotoxicidad y liberacién de deshidrogenasa lactica, proceso que al parecer depende

del calcio extracelular (Coyle, Murphy, Puttfarcken, Lyons & Vornov, 1991).

Estos animales exhiben principalmente una conducta anormal en términos de la
actividad locomotora (hiperactividad) (Giordano & Mejia-Viggiano, 2001); presentan
un incremento del tiempo de vigilia durante la fase de descanso (Mena-Segovia &
Giordano, 2003) y deficiencias de aprendizaje (Scattoni, Valanzano, Popoli, Pezzola,
Reggio & Calamandrei, 2004), trastornos que aparecen dependiendo del tiempo post

lesion.

Dada la importante inervacion dopaminérgica que reciben las neuronas estriatales, los
efectos psicoestimulantes de los fArmacos que inciden sobre este sistema y la exagerada
respuesta a estos fAirmacos en animales lesionados, es de esperar que los receptores
dopaminérgicos intraestriatales estén jugando un papel determinante en la

hiperactividad motora que se observa después de la lesion estriatal con acido kainico.

Con la finalidad de determinar si el sistema dopaminérgico participa en estos cambios
conductuales en este trabajo se utilizaron agonistas y antagonistas de los receptores
dopaminérgicos en el modelo animal de la enfermedad de Huntington para deducir si la
hiperactividad generada por las lesiones estriatales con acido kainico es regulada de
forma diferencial por los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2. Se utilizaron ratas
Sprague-Dawley y mediante cirugia estereotaxica se les implantaron cénulas sobre el
estriado para posteriormente ser lesionadas con 4cido kainico (5 nmoles) y se utilizé un
grupo control al que sélo se le administré una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS
0.1 M). A los 7 dias post lesion, todos los animales recibieron una inyeccion bilateral
intraestriatal del agonista D1 (SKF 38393) a una concentraciéon de 7.5 pg/ul, del
agonista D2 (quinpirol) a una concentracion de 2.5 pg/ul, del antagonistas D1 (SCH
23390) a una concentracion de 5 pg/ul y del antagonista D2 (eticlopride) a una
concentracion de 5 pg/ul y posteriormente se evaluo la actividad locomotora de los

animales durante 2 horas utilizando un sistema automatizado. Todos los animales en



una primera sesion recibieron uno de estos firmacos y en una segunda ocasion
recibieron una inyeccion del vehiculo (solucidén salina) como control; siendo

administrados de forma alternada.

Nuestros resultados muestran un incremento en la actividad locomotora de los animales
lesionados en comparaciéon con el grupo control en registros de 24 horas. La
administracion del agonista dopaminérgico D1 induce un incremento en la actividad
locomotora mientras que la administracion del antagonista dopaminérgico D1 induce
una disminucién en la actividad; asi, estos resultados apoyan lo que se ha propuesto
acerca del funcionamiento de la via directa de los ganglios basales. Por otro lado, en
cuanto a los receptores D2, los resultados indican que tanto su estimulacién como su
inhibicion, resultan en una reduccion de la conducta locomotora siendo todavia incierto
el papel de estos receptores en el funcionamiento de la via indirecta. Lo anterior nos
lleva a proponer que las alteraciones en la actividad locomotora espontdnea generada
por la administracion intraestriatal de acido kainico, son reguladas de forma diferencial
por los receptores D1 y D2 y que esta regulacion es semejante en los animales con

lesiones estriatales y en animales control.



Il - ANTECEDENTES

11.1. Anatomia de los ganglios basales

Los nucleos que componen a los ganglios basales son el estriado, formado por el
nlcleo caudado y el putamen, el globo palido (con sus dos segmentos, interno y
externo), el nucleo subtdlamico en el diencéfalo y la sustancia nigra (con sus dos
segmentos, pars compacta y reticulata) en el mesencéfalo (Smith et al., 1998). Sin
embargo la nomenclatura de estos nacleos varia entre 6rdenes, por ejemplo en el caso

de los primates y roedores.

En primates los nucleos caudado y el putamen se diferencian con claridad; se
encuentran separados por una gran cantidad de fibras corticales descendentes (estructura
denominada capsula interna) que pasan por en medio de ambos y por eso es facil
distinguirlos. Ambos nucleos se desarrollan juntos a partir de la misma estructura
prosencéfalica y a los dos en conjunto se les denomina cuerpo estriado. En roedores el
caudado y el putamen no son facilmente distinguibles como en el caso de los primates,
es por eso que su nomenclatura cambia. Las fibras de la cépsula interna son menos
abundantes y no hay una verdadera separacion entre el caudado y el putamen, por lo que
se denomina caudado-putamen o estriado; otra nomenclatura para estos nucleos fue
dada por Smith et al. (1998) en donde incluyen al ntcleo accumbens y a estos tres
nucleos juntos los denominan neoestriado. El globo palido también tiene equivalentes
en roedores; el término de globo pélido (GP) se refiere de forma equivalente solamente
al segmento del globo palido externo (GPe) en primates, mientras que el ntcleo
entopeduncular (EP) es considerado homoélogo al segmento del globo palido interno

(GP1) en primates (Parent & Hazrati, 1995) (Fig. 1).

Otras estructuras que componen a los ganglios basales como son la sustancia nigra y el
nicleo subtalamico mantienen la misma nomenclatura en ambas especies.
Principalmente estas diferencias s6lo son en cuanto a la nomenclatura, debido a que se
considera que la informacién que procesan los ganglios basales sigue el mismo

principio en ambas especies. Para fines préacticos de nuestra investigacion en adelante



haremos referencia a las investigaciones realizadas en roedores usando la nomenclatura

correspondiente.

PUTAMEN

CUERPO DEL NUOCLEO
CAUDADO

GPe/GP

CAPSULA
INTERNA

GPi/EP

COLA DEL NUCLED

NST CAUDADO

SN INTERNA

Fig 1. Esquema de los ntcleos de los ganglios basales en primates. Abreviaturas: GPe:
Globo palido externo; GPi: Globo palido interno; SN: Sustancia nigra; NST: Nucleo
Subtalamico (GP: Globo palido y EP: Nucleo Entopeduncular en roedores).

La informacion que procesan los ganglios basales proviene principalmente de toda la
corteza, aunque también llega informacion del talamo y del mesencéfalo; esta
informacion es codificada mediante circuitos internos en los nucleos de los ganglios
basales que se clasifican en tres tipos dependiendo de la informacioén que procesan: de
entrada, de salida e intrinsecos. Los nucleos que se consideran de entrada son los que
comprenden el estriado; la sustancia nigra reticulata (SNr) y el nucleo entopeduncular
(EP) se denominan nucleos de salida, mientras que la sustancia nigra compacta (SN¢) y
el globo palido (GP) se denominan nucleos intrinsecos debido a que conectan entre si a
los nucleos de entrada y salida. Los nucleos blanco son el nilicleo ventral anterior,
ventral medial, dorso medial y centrolateral del tdlamo; el coliculo superior y la

formacion reticular pontina (Bargas, Galarraga & Aceves, 1998).



I11.2. Organizacion del estriado de la rata: Tipos de neuronas y receptores

dopaminérgicos.

El estriado estd constituido por neuronas de proyeccion y por una diversa
poblacion de interneuronas. El 95% de sus neuronas son de un mismo tipo: medianas
espinosas, cuyo neurotransmisor es el acido-y-aminobutirico (GABA); ademds co-
expresan neuropéptidos como la sustancia P, la encefalina y la dinorfina; esta
coexistencia de GABA con un determinado péptido en las neuronas espinosas esta
correlacionado con el sitio blanco de sus proyecciones (Bargas et al., 1998). Estas
proyecciones se pueden clasificar en dos tipos; una poblacion de neuronas
GABAérgicas que se proyecta hacia los nucleos de salida expresa sustancia P, dinorfina
y preferencialmente receptores dopaminérgicos tipo D1; mientras que el otro tipo son
las neuronas que se proyectan al globo palido que expresan encefalina y receptores

dopaminérgicos tipo D2 (Bolam, Hanley, Booth & Bevan, 2000).

Estudios de localizacién muestran que los receptores D1 son receptores localizados a
nivel postsinaptico, mas cominmente en neuronas GABAérgicas medianas espinosas;
mientras que los receptores D2 se encuentran localizados en ambos niveles, a nivel
presindptico en neuronas dopaminérgicas en donde actuan como autoreceptores, en
fibras aferentes no dopaminérgicas al estriado, entre las cuales estan las terminales
glutamatérgicas, y a nivel postsinaptico en neuronas GABA¢érgicas (David, Ansseau &

Abraini, 2005).

Las neuronas estriatales expresan multiples tipos de receptores dopaminérgicos, los
cuales por su estructura basica y propiedades farmacologicas se pueden diferenciar dos
grandes grupos D1 y D2. Sin embargo, los recientes avances en genética molecular han
permitido descubrir subtipos adicionales como son los receptores D3, D4 y D5, estas
proteinas son relativamente menos abundantes y su localizacion cerebral es mas

restringida que los receptores clasicos D1 y D2 (Dziedzicka-Wasylewska, 2004).

De los cinco receptores, los receptores D1 y D2 se encuentran altamente expresados en
el estriado adulto. Los receptores D1 se expresan en el estriado ventral y dorsal, ademas
son detectables en el sistema limbico, hipotalamo y tdlamo; este tipo de receptor no esta

presente en la SNr, EP y GP. La actividad del receptor D1 parece involucrar acciones



postsinapticas activando la respuesta mediada por receptores a glutamato, especialmente
NMDA. En contraste, los receptores D2 se localizan en el estriado y en bajos niveles, en
el globo palido, en las células magnocelulares del ntcleo rojo, en la porcion caudal de la
sustancia nigra, en la capa superficial del coliculo superior, nicleo de raphe, dentro del
nucleo trigeminal y en el area tegmental ventral. El receptor D2 podria involucrarse en
acciones presindpticas regulando la liberacion de glutamato de las terminales corticales
(a través de la isoforma D2g) y/o regulando post sindpticamente la respuesta de los
receptores AMPA/Kainato (a través de la isoforma D2;), modulando de esta manera la
excitabilidad de las medianas espinosas (Centonze et al., 2004; Dziedzicka-Wasylewska

et al., 2004; Walters, Ruskin, Allers & Bergstrom, 2000).

Los receptores D3 estan localizados principalmente, aunque no exclusivamente, en
estructuras limbicas; su secuencia de aminoécidos es similar a la que compone el
receptor D2, sin embargo su acoplamiento a la adenilato ciclasa no es muy efectivo. Se
ha identificado que tanto los receptores D4 como los D3 poseen semejanzas
estructurales y morfoldgicas con los receptores D2, que se encuentran localizados en
varias areas cerebrales, abundantemente en la retina, corteza cerebral, hipotdlamo y
pituitaria, pero se encuentran relativamente bajos en el estriado. Los receptores D5 son
similares a los receptores D1, se expresan principalmente en el hipocampo, en el nucleo
mamilar lateral y en el nlicleo parafascicular del tdlamo (Dziedzicka-Wasylewska et al.,

2004; Tarazi, Campbell & Baldessarini, 1998).

El otro tipo de neuronas que constituyen el estriado es una pequefia porcién que
corresponde al 2 y 3% del total de las neuronas estriatales denominadas interneuronas;
¢éstas han sido identificadas mediante métodos citoquimicos, fisiologicos y

morfolégicos, que han permitido comprender los circuitos locales dentro del estriado.

La fisiologia de las interneuronas del estriado no ha sido completamente relacionada
con las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las mismas, pero una de las
clasificaciones mas aceptadas es la de Kawaguchi et al. (1995), quienes asocian las
caracteristicas bioquimicas y fisiologicas para clasificarlas en tres grupos.
El primer grupo incluye a las interneuronas de disparo rdpido que contienen
parvalbumina; este tipo de neuronas forma una red continua a través de sinapsis

eléctricas que integran la informacion que recibe el estriado de la corteza a través de



sinapsis simétricas que se localizan en el soma y en el cuello de las dendritas de las
medianas espinosas. Las sinapsis quimicas entre ellas mismas se presume que son
inhibitorias y que son responsables de la mayoria o de toda la inhibicidon que se observa

en las neuronas estriatales de proyeccion.

El segundo grupo incluye a las interneuronas de bajo umbral dependiente de calcio y
persistente despolarizacion que corresponden a células positivas a nicotin-adenin-
dinucleotido fosfato diaforasa (NADPH-d); sus propiedades fisioldgicas se adicionan al
efecto generado por las interneuronas de disparo rapido antes mencionadas. Establecen
sinapsis con el soma y con las dendritas de las neuronas medianas espinosas que
incluyen a las neuronas de proyeccion que regulan la informacién que procede de
entradas corticales y al parecer se especializan en la regulacién de la actividad en el

circuito local aunque no se excluye su accion sobre las entradas corticales.

Finalmente, el tercer grupo de neuronas son interneuronas con post hiperpolarizaciones
prolongadas que expresan acetilcolin transferasa; su principal funcion es de asociacion,
lo que se atribuye a que relevan las sefiales de entrada de las aferencias dopaminérgicas
hacia las neuronas estriatales de proyeccion (Onn, West & Grace, 2000). Estos grupos
neuronales poseen propiedades especificas y diferentes entre si; contribuyen a
influenciar la actividad de las neuronas medianas espinosas que se refleja en ultima
instancia en la conducta exhibida por el animal que se relaciona con el contexto que lo

rodea (Tepper & Bolam, 2004).

11.3. Aferencias y eferencias estriatales

El estriado recibe una proyeccion masiva de la corteza cerebral; estas neuronas
piramidales de proyeccion hacen sinapsis asimétricas principalmente en la cabeza de las
espinas distales y algunos contactos en el cuello dendritico de las neuronas medianas
espinosas. Lei et al. (2004) mencionan que estas conexiones corticoestriatales pueden
ser de dos tipos: las del tracto piramidal cuyas terminales hacen contacto
preferencialmente con las neuronas estriatales que se proyectan a los nucleos de salida
(EP y SNr); y la otra conexidn corresponde a las conexiones intratelencefalicas cuyas

terminales hacen contacto preferencialmente con las neuronas estriatales que se



proyectan al globo palido. Estas proyecciones se encuentran topograficamente
distribuidas, de forma que un area cortical determinada se proyecta al nucleo estriado
mas cercano formando un circuito cerrado a través del tdlamo que regresa a la zona

cortical donde se origind.

Otras aferencias importantes que recibe el estriado provienen de fibras glutamatérgicas
talamo-estriatales que hacen sinapsis asimétricas principalmente en la parte distal del
arbol dendritico; de neuronas dopaminérgicas de la SN que hacen sinapsis simétricas
con las espinas de las dendritas distales y una alta proporcion de ellas hacen contacto
con el cuello dendritico; de neuronas serotoninérgicas del nucleo de raphe cuyas
aferencias forman sinapsis asimétricas en las espinas dendriticas o en el cuello de las
neuronas estriatales; de neuronas adrenérgicas del locus coeruleus formando sinapsis en
las espinas dendriticas y ademas de las interneuronas sin espinas intrinsecas del estriado
que forman sinapsis asimétricas con toda la porcion de las neuronas medianas
espinosas; aproximadamente la mitad de estos botones colinérgicos hacen contacto en el
cuello dendritico, una tercera parte en las espinas dendriticas y una quinta parte hacen
contacto en el soma neuronal (Heimer et al., 1995; Parent et al., 1995; Rhoades et al.,

1995; Smith et al., 1998).

Con respecto a sus eferencias, las neuronas medianas espinosas son la principal fuente
de axones estriatales eferentes que proyectan hacia 3 nicleos; GP, EP y SNr. Estas tres
estructuras reciben una densa inervacion GABAérgica proveniente del estriado; so6lo el
palido ventral, el EP y la SNr recibe una densa inervacion de proyecciones del estriado
que expresan sustancia P, dinorfina y receptores D1, mientras que la parte dorsal del GP
recibe una densa inervacion encefalinérgica que expresa receptores D2 (Parent et al.,

1995).



11.4. Fisiologia de los ganglios basales

Los diversos nucleos que componen a los ganglios basales (se clasifican en
nucleos de entrada, salida e intrinsecos) procesan la informacion proveniente de la
corteza la cual emerge a través de ellos hacia el tdlamo, modulando la actividad de las

neuronas del circuito talamo-cortical.

El circuito tdlamo-cortical normalmente esta sometido a dos tipos de influencias; una
inhibitoria fasica que proviene de las neuronas estriatales y una excitatoria tonica
proveniente del NST, lo que se veria reflejado como una activacion de los nucleos de
salida (SNr y EP) y una inhibicion de los ntcleos blanco. Para que se active este circuito
se requiere de la activacion de las neuronas corticoestriatales que liberan glutamato en
las sinapsis con las neuronas medianas espinosas. El glutamato, al interactuar con los
receptores del tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) y los tipo AMPA (4acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) facilita la actividad de las neuronas medianas
espinosas; las cuales poseen potenciales de reposo muy elevados (-80 mV) que las

mantienen silentes.

La activacion de estas neuronas permite la entrada a otras influencias excitatorias,
siendo la dopamina la entrada mas importante que facilita la transmision de la

informacion hacia los nacleos de salida (Marti, Mela, Bianchi, Beani & Morari, 2002).

Entre el nicleo de entrada (estriado) y los de salida existen dos sistemas paralelos de
proyeccion originados en diferentes poblaciones neuronales del estriado denominados
como "via directa" y "via indirecta"; el primer sistema estd formado por los axones de
las neuronas estriatales GABAérgicas que expresan preferencialmente receptores tipo
D1 y se proyectan monosinapticamente a los nucleos de salida; la activacion de esta via
genera una inhibicion en la frecuencia de disparo de las neuronas de la SNr y del EP, lo

que conduce a una desinhibicion de los nucleos talamicos (Fig. 2).
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Fig 2. Representacion grafica del circuito de los ganglios basales. Abreviaturas: GP, globo
palido, NST, nucleo subtalamico; SNr, sustancia nigra reticulata y EP, nucleo
entopeduncular. Las flechas rojas muestran el efecto excitatorio (activacion) y las azules el
efecto inhibitorio ejercidos sobre los nucleos; el grosor de las flechas indica el incremento o

decremento de la actividad de los nucleos en el sistema.

En contraste, el otro sistema conocido como la via indirecta estd formado por los axones
de las neuronas GABAérgicas que expresan receptores tipo D2, las cuales se proyectan
primero al GP y a través de proyecciones GABA¢érgicas ejercen un efecto inhibitorio
sobre el NST cuyas proyecciones glutamatérgicas hacen sinapsis sobre los ntcleos de
salida. La activacion de esta via tiende a suprimir la actividad del GP y por lo tanto a
desinhibir al NST, lo que conduce a un aumento en la influencia excitatoria hacia los
nucleos de salida e incrementa la inhibicion de los ntcleos blanco (Fig. 2) (Bargas et al.,

1998; Bolam et al., 2000; Mena-Segovia et al., 2001).

Mediante ambas vias, los ganglios basales influyen sobre otros sistemas descendentes,
tales como los sistemas corticoespinales y corticobulbares que descienden a la médula
espinal y regulan la actividad de las motoneuronas espinales y al actuar sobre la corteza

motora modulan la actividad motora y participan en el mantenimiento de la postura, la



locomocion y la preparacion para el movimiento; ademas también influyen en los
movimientos oculares por medio de una proyeccién adicional al coliculo superior
(Rhoades et al., 1995). Por otra parte, en los estudios realizados por Graybiel et al.
(2000) se propone que los ganglios basales participan en diversas funciones cognitivas,
tales como la memoria, el aprendizaje y la produccion de respuestas habituales o

automaticas.

I1.5. Trastornos de los ganglios basales

Los defectos en la funcion de los ganglios basales (algunas veces denominadas
lesiones extrapiramidales) se caracterizan por cambios en el tono muscular y
movimientos involuntarios (corea). Los diversos movimientos anormales pueden incluir
temblores (siendo de dos tipos, el temblor en reposo y el temblor postural que se
presenta cuando el cuerpo es sostenido a una postura en particular), atetosis que se
caracteriza por movimientos lentos, de contorsion de la musculatura de las extremidades
y cuello, no relacionados con lesion especifica, y corea, que consiste en movimientos
rapidos, involuntarios y repetidos de los musculos distales de las extremidades, cara y
lengua, mismos que, a menudo, acompaiian a lesiones del cuerpo estriado (Pérez et al.,

2000).

Una de las enfermedades mas serias de los ganglios basales es la enfermedad de
Huntington, la cual es un trastorno genético autosémico dominante que se caracteriza
por un inicio insidioso, lento, seguido por movimientos debilitantes anormales (con
mayor frecuencia corea; rigidez en los casos de inicio temprano) y disfuncion
cognoscitiva y psiquiatrica (Kandel et al., 1997; Waxman et al., 2001). La mutaciéon que
presentan los pacientes con la enfermedad de Huntington se localiza en el cromosoma 4
y consiste en un aumento del nimero de tripletes CAG que codifica la secuencia de
poliglutamina en el N-terminal de la huntingtina; proteina con funcioén vital en la
embriogénesis del sistema nervioso pero de la que no se conoce una funcién especifica.
Parece existir una correlacion entre el nimero de repeticiones y la edad de inicio:
mientras mas grande es el nimero de repeticiones de CAG, mayor es la probabilidad de

un inicio temprano de la enfermedad (Cattaneo et al., 2003; Qin & Gu, 2004).



Para entender y tratar esta enfermedad neurodegenerativa, una importante aproximacion
ha sido el desarrollo de modelos animales apropiados que mimeticen las secuelas
conductuales y neuroquimicas de la enfermedad de Huntington. Aunque estos modelos
no pueden reproducir el complejo etiologico, fisioldgico o las anormalidades
conductuales asociadas con la enfermedad, proveen un método practico para explorar

preguntas especificas concernientes a la estructura y funcion.

En la actualidad los principales modelos animales que se utilizan son de dos tipos: los
modelos genéticos y los farmacoldgicos. Los modelos genéticos se generan mediante la
microinyeccion de una porcion del un gen mutado, que expresa aproximadamente 155
repeticiones del triplete CAG que se introduce en el genoma del raton. La expresion de
este transgen puede ser evaluada mediante una prueba conductual (feet clasping) que
consiste en sostener de la cola a los ratones. Los animales con el transgen sujetan las
patas traseras con sus patas delanteras o extienden solo sus patas traseras, mientras que
el animal control extiende todas las extremidades. Neuroquimicamente estos ratones
muestran cambios en los receptores a dopamina y glutamato en el estriado; ademas
muestran alteraciones en las respuestas conductuales a estimulantes dopaminérgicos
dependientes de la edad de los animales, mismas que han sido descritas en pacientes con
la enfermedad de Huntington asintomaticos y sintomaticos (Pérez et al., 2000; Levine et

al., 2004).

Los modelos farmacoldgicos de la enfermedad de Huntington se obtienen mediante la
inyeccion de neurotoxinas especificas que inducen la muerte de células estriatales,
siendo los més utilizados la inyeccion de acido kainico (AK) o de 4cido quinolinico
(AQ). Diversos autores han reportado que la muerte neuronal que inducen estas
neurotoxinas ocurre en cuestion de dias y las diversas alteraciones morfologicas se

manifiestan de forma diferencial debido a las neurotoxinas.

El AK induce lesiones mas localizadas que se caracterizan por la degeneracion del soma
y de las dendritas de las neuronas estriatales sin afectar a las fibras y axones terminales
que pasan de fuentes externas. Tarazi et al. (1998) cuantificaron la pérdida de receptores
dopaminérgicos después de la inyeccion de AK. Encontraron una pérdida de receptores
dopaminérgicos tipo D1 de hasta el 75% y una pérdida de receptores tipo D2 de hasta el

44% a los 7 dias post lesion. El AQ induce una extensa degeneracion de neuronas de



proyecciones GABAérgicas estriatonigrales, estriatopalidales e interneuronas (Brickell
et al., 1999; Foster et al., 2003), e induce una pérdida de receptores dopaminérgicos del
51% de receptores D1 y en un 20% de receptores D2 a la cuarta semana post lesion
(Araujo et al., 2000; Cruz-Aguado et al., 2000). Debido a esto ultimo la utilizacion de
inyecciones de AK ofrece mayores ventajas debido a que se obtiene una maxima
pérdida de receptores que se correlacionan con un incremento en la actividad

locomotora de los animales.

Giordano y Mejia-Viggiano (2001) han descrito que después de una inyeccion con AK
se observa un incremento en la actividad locomotora a los 7 dias post lesion, alteracion
conductual que desaparece después de 30 dias. Este tipo de lesiones excitotdxicas a
pesar de ser una lesion aguda induce cambios a largo plazo; esto se demostré mediante
retos farmacolégicos. A pesar de que estos animales se comportaban de manera
semejante a los animales control, aproximadamente entre 35 y 40 dias post lesion, se
observaron diversas alteraciones conductuales después de la administracion de diversos
farmacos. Cuando a estos animales se les administré anfetamina (farmaco que induce la
liberacion de dopamina de las terminales nigroestriatales e inhibe su recaptura) se
incremento la actividad locomotora siendo los animales lesionados mas activos que los
controles. Esta respuesta exagerada indica que existen déficits neurofarmacologicos que
aln estan presentes y la respuesta incrementada puede ser debida a la pérdida del

control inhibitorio de los nucleos de salida de los ganglios basales.

Otra alteracion conductual que se ha evaluado en animales lesionados con AK ha sido la
alteracion en el ciclo suefio-vigilia. El estudio realizado por Mena-Segovia et al. (2002)
demostrd que después de una lesion excitotoxica se induce hiperactividad locomotora
sobre todo durante la fase de oscuridad y desaparece durante la fase de luz, resultados
que han sido descritos previamente. Mena-Segovia et al., reportaron que durante la fase
de luz y a tiempos mas prolongados después de la lesion cuando ya no hay alteraciones
motoras, se registran alteraciones en el suefio. El mecanismo por el cual ocurre esto no
es claro pero proponen la existencia de una alteracion en el circuito corteza-ganglios
basales-tdlamo-corteza, en cuyo caso las alteraciones del suefio podrian ser efecto de
lesiones estriatales y de la pérdida de regulacion de los ntcleos de salida de los ganglios

basales hacia el nucleo tegmental pedunculo pontino (ntcleo involucrado en el control



del ciclo suefio-vigilia), lo que produciria un incremento en la actividad del ntcleo

intralaminar del tdlamo y la posterior activacion cortical.

Hay reportes que indican que la dopamina juega un papel importante en el control de la
excitabilidad de las neuronas medianas espinosas del estriado (las cuales se encuentran
bajo influencia de entradas corticoestriatales y talamocorticales) actuando como
modulador de la eficiencia de la respuesta neuronal a entradas glutamatérgicas asi como
regulando en estas terminales la liberacion de glutamato (Bamford et al., 2004; Kiyatkin

et al., 1999).

En estudios electrofisioldgicos realizados por Timmerman et al. (1998) en animales
lesionados con AK se demostrd que las infusiones estriatales de anfetamina y bajo
condiciones de estimulacién por glutamato inducian la inhibiciéon del disparo de las
neuronas de la SNr; lo que indica que la dopamina potenciaba el efecto inhibitorio en la
tasa de disparo de las neuronas de los nucleos de salida de los ganglios basales, lo que
se veria reflejado en el incremento en la actividad del tdlamo. Estos resultados dan total
validez al modelo de los ganglios basales y describen las alteraciones conductuales
observadas en animales lesionados; sin embargo en animales normales el modelo actual
de los ganglios basales no predice los efectos funcionales de la estimulacion de los

receptores para dopamina debido posiblemente a la complejidad del circuito.

Por otro lado en animales que no han sido lesionados, los estudios electrofisiologicos
han permitido estudiar las influencias excitatorias bajo las cuales estd el estriado, es
decir entradas dopaminérgicas y glutamatérgicas principalmente. Ademads evaltan
actividad del estriado con respecto a la de otros nlicleos como en la SNr y nucleos
intrinsecos como el GP, principalmente. Los resultados de estos estudios permiten
plantear una hipotesis sobre la actividad de la red neuronal formada en los ganglios

basales para influir sobre los nicleos blanco.

Para comenzar a analizar esta circuiteria cabe mencionar los estudios realizados por
Kiyatkin et al. (1999) en neuronas estriatales; estos estudios muestran que la liberacion
de dopamina tiene un efecto inhibitorio débil sobre la actividad espontanea de las
neuronas estriatales dorsales y ventrales, efecto que es atenuado por la administracion

del antagonista D1 (SCH23390) y que incrementa robustamente la actividad



espontanea neuronal. Por otro lado este estudio demuestra que la administracion del
antagonista D2 (eticlopride) no induce una atenuacion de la actividad espontanea
causada por la accion de la modulacion de los receptores D2. De esta manera parece ser
que bajo condiciones conductuales relevantes la interaccion de la dopamina con los
receptores D1 ejerce una fuerte influencia inhibitoria sobre la actividad espontanea de
las neuronas estriatales; mientras que la eliminacion de esta influencia tonica podria ser
responsable en parte del incremento en la excitabilidad neuronal encontrada después de

la denervacion dopaminérgica.

Por otro lado, este mismo estudio muestra que las sefiales tonicas de dopamina inducen
cambios fasicos en la respuesta ante la entrada excitatoria glutamatérgica a la que estan
sometidas las neuronas medianas espinosas; en este caso la excitacion inducida por el
glutamato en las neuronas estriatales es menos pronunciada después de la
administracion del antagonista D1, datos que apoyan el rol de los receptores D1 en la

mediacion de los efectos de la dopamina en las neuronas estriatales.

Con respecto a la actividad de las neuronas de la SNr, estudios electrofisiologicos
demuestran que una infusion bilateral de anfetamina en el estriado ventrolateral produce
un incremento en la tasa de disparo de estas células mas que una inhibicion (Waszczak
et al., 2001); este efecto no va de acuerdo con la hipotesis sobre el funcionamiento de
los nucleos de los ganglios basales, debido a que en teoria la activaciéon de los
receptores D1 se traduciria en la inhibicion de los nucleos de salida y desinhibicion de
los nucleos blanco (via directa). Esta discrepancia podria deberse a que las neuronas de
la SNr despliegan una alta variabilidad en el disparo, como lo demostraron Waszczak et
al. en el 2002. En este mismo estudio se demuestra que las infusiones de agonistas en el
estriado no inhiben consistentemente a las neuronas de la SNr pero infusiones de una
mezcla de farmacos agonistas D1 y D2 causa un patrén mezclado de la respuesta
neuronal que incluye excitacion, inhibicidn e incluso hay poblaciones neuronales que no
presentan cambios en su tasa de disparo, lo cual dificulta establecer el papel de los
receptores dopaminérgicos sobre la actividad de las neuronas de la SNr y su manera de

influir sobre los nucleos blanco.

En cambio, los estudios realizados en el GP muestran que después de la estimulacion

del estriado se reduce la transmision GABAérgica de las medianas espinosas sobre el



GP, efecto modulado por los receptores D2. Aunque esto apoyaria la teoria de la via
indirecta de los ganglios basales, el papel de estos receptores es mas dificil de
caracterizar debido a que se encuentran pre y postsindpticamente lo que permite la
modulacién de la liberacion tanto de dopamina como de glutamato. Se considera
ademas la posibilidad de una cooperatividad entre receptores D1 y D2 en la actividad
estriatal y en la respuesta a glutamato, mecanismo que es esencial en la mediacion de

los efectos de la senal dopaminérgica en las neuronas estriatales.

Otra estrategia que se ha utilizado para estudiar el sistema dopaminérgico ha sido
mediante la expresion de c-Fos en la corteza y en el estriado; este marcador es de gran
utilidad debido a que forma parte de una cascada de senalizacién que une al estimulo
que llega a la membrana celular con la respuesta neuronal de los elementos efectores

(Sheng & Greenberg, 1990).

Los estudios realizados por Steiner y Kitai (2000) demuestran que la inyeccion en el
estriado del antagonista D1 (SCH23390), reduce significativamente la distancia
recorrida de las ratas las cuales muestran poca actividad pero después de una inyeccion
de apomorfina se incrementa la conducta. Estos cambios conductuales fueron evaluados
en paralelo mediante la cuantificacion de c-Fos. La inyeccion en el estriado del
antagonista de los receptores D1 reduce los niveles basales de c-Fos y bloquea el
incremento de c-Fos inducido por la administracion de apomorfina (agonista
dopaminérgico para los receptores D1 y D2); en la corteza se encontraron resultados
similares aunque la expresion de c-Fos fue més robusta, lo cual sugiere que alteraciones
en regiones especificas del estriado afectan largas porciones del mismo mediante
mecanismos indirectos de retroalimentaciéon involucrados en el circuito ganglios
basales-corteza-ganglios basales; estos estudios nuevamente apoyan la teoria de la via

directa e indirecta.

Mas tarde Blandini et al. (2003) mediante el uso del marcador c-Fos y la administracién
selectiva de farmacos agonistas y antagonistas dopaminérgicos tipo D1 apoyan los
resultados obtenidos por Steiner et al. en el 2000 demostrando que la administracion del
agonista de los receptores tipo D1 (SKF38393), induce un incremento en la expresion
de c-Fos, efecto que fue contrarrestado por la administracion sistémica del antagonista

para el receptor D1 (SCH23390), lo que confirma que este fendmeno estd mediado por



el receptor D1. Contrariamente, la estimulacion de los receptores D2 a una dosis alta no
induce la expresion de c-Fos en la corteza y en el estriado; sin embargo si se co-
administra con el antagonista D2 (eticlopride) se induce expresion de c-Fos en el
estriado contralateral y en la corteza en el lado ipsilateral a la inyeccion, resultados
antes descritos por Adams y Keefe en el 2000 con una inyeccién sistémica de
eticlopride. Los resultados indican que la estimulacion o inhibicion de los receptores D1
induce un claro efecto sobre la expresion de c-Fos como resultado de la activacion de la
via directa; sin embargo tanto con la estimulacién como con la inhibiciéon de los
receptores D2 se observa el mismo efecto lo que no apoya la hipdtesis actual sobre el

funcionamiento de la via indirecta.

Estos estudios aunados a los estudios electrofisioldgicos de las medianas espinosas
definen el papel de los receptores dopaminérgicos en el funcionamiento de la via directa
e indirecta de los ganglios basales y como su actividad repercute a nivel conductal. Con
respecto a lo anterior, los estudios conductuales han demostrado que la actividad
locomotora no sdlo se atribuye a los receptores dopaminégicos en el estriado sino que se
ha demostrado que el estriado se encuentra bajo una interaccion funcional con otros

nucleos.

Mena-Segovia y Giordano en el 2003, utilizando una inyeccién de anfetamina en el
estriado, demostraron que se induce un incremento en la expresion de c-Fos en el ntcleo
tegmental pedunculo pontino (NTPP) y se inducen alteraciones en el ciclo suefo-
vigilia. Este nucleo es considerado como blanco de los ntcleos de salida de los ganglios
basales, el cual tiene conexiones con la SNc, el NST y el GP; una desinhibicion del
NTPP resulta en una excitacion de las células dopaminérgicas de la SN¢ incrementando
el flujo de dopamina al estriado, lo que podria ejercer una influencia en la actividad de

los ganglios basales.

Los datos anteriores muestran la complejidad de la red neuronal de los ganglios basales;
hay que considerar la interaccion sinérgica entre los receptores que generalmente se
requieren para la generacion de toda la conducta o la respuesta electrofisiologica a la
dopamina; ademds debemos considerar que las neuronas medianas espinosas se
encuentran bajo diversas influencias como son sinapsis dopaminérgicas, colinérgicas o

de las propias interneuronas del estriado, lo que podria generar una competencia



neuronal en la modulacion de la actividad de estas vias (Guzman et al., 2003). Debido a
esto ha sido dificil plantear una hipotesis acerca del papel de la dopamina en el
funcionamiento de los ganglios basales, en particular por el hecho de que los receptores
D1 y D2 se expresan en el estriado y en otros ntcleos de los ganglios basales que
directa o indirectamente influyen sobre los nucleos de salida; por todo esto ha sido
complicado definir el papel de cada receptor ain usando agonistas selectivos para cada

receptor para establecer como repercute su actividad en la conducta.

Sin embargo los estudios realizados en animales intactos muestran clara evidencia de la
gran influencia dopaminérgica sobre la actividad estriatal y la interaccion con otros
nucleos; por lo tanto nos resulta de gran interés evaluar la contribucion particular de los
receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 en las alteraciones conductuales producto de la
lesion estriatal con 4cido kainico (lo que genera el modelo animal de la enfermedad de
Huntigton). El analisis de la contribucion particular de estos receptores a las anomalias
conductuales, ayudara a dilucidar el papel de estas proteinas en el control de la conducta
con la finalidad de evaluar la hipdtesis de las vias directa e indirecta que se ha

establecido a partir de estudios en animales intactos.



I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que el sistema dopaminérgico participa de manera importante en las
alteraciones de la actividad locomotora en animales con lesiones en el estriado como
modelo de la enfermedad de Huntington, el propdsito de este trabajo es contribuir a
deducir el papel que juegan los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 sobre el
control de la actividad locomotora en animales; con este fin, se hard uso de farmacos
agonistas y antagonistas para estos receptores, con la finalidad de buscar estrategias
terapéuticas que puedan reducir las alteraciones conductuales en este modelo animal

gue en su momento puedan ser aplicadas a pacientes con la enfermedad de Huntington.



IV. HIPOTESIS

IV.1. La administracion del agonista D1 SKF38393 inducird un incremento en la
actividad locomotora de los animales lesionados asi como también en los animales

control.

IV.2. Laadministracién del antagonista D1 SCH23390 inducird una disminucién en la
actividad locomotora de los animales lesionados asi como también en los animales

control.

IV.3. La administracion del agonista D2 quinpirol inducira una disminucion en la
actividad locomotora de los animales lesionados asi como también de los animales

control.

IV.4. La administracion del antagonista D2 eticlopride inducird un aumento en la
actividad locomotora de los animales lesionados asi como también de los animales

control.

V. OBJETIVOS

V.1.  Objetivo general

Deducir el papel de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en la hiperactividad
producida por las lesiones intraestriatales con &cido kainico, mediante su manipulacién

con agonistas y antagonistas dopaminérgicos.

V.2. Objetivos particulares



V.2.1. Evaluar mediante técnicas histolégicas a los animales control y a los

animales lesionados con acido kainico.

V.2.2. Demostrar el incremento en la actividad locomotora en los animales
lesionados con &cido kainico en comparacion con la actividad registrada en los

animales control.

V.2.3. Demostrar el efecto del agonista SKF 38390 y del antagonista SCH
23390 para el receptor tipo D1 y del agonista quinpirol y del antagonista
eticlopride para el receptor D2 sobre la actividad locomotora de los animales

control y lesionados.



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Sujetos: Ratas macho S.prague-Dawley (250-300 g), que se mantuvieron bajo
ciclo invertido luz/oscuridad (luz encendida a las 9:00 PM); con libre acceso a la
comida y al agua. Estos experimentos se realizaron entre las 12:00 PM y las 4:00 PM,

durante el ciclo de oscuridad de los animales.

V1.2. Implantacion de canulas: Se prepar6 una mezcla de Ketamina (70 mg/kg) y
Xilazina (6 mg/kg) para anestesiar a los animales. Se les inyectd 1 ml/kg de peso de esta
mezcla via intraperitoneal (i.p.). Una vez anestesiado el animal se colocd en el aparato
estereotaxico y se realizaron dos trépanos en las coordenadas 1.2 mm antero posterior
con respecto a bregma y = 2.6 mm medio lateral respecto a la linea media. En ambos
hemisferios se insertd una canula guia de 8 mm que sobresale 4 mm a partir del craneo.
Se aseguraron las canulas al crdneo con tornillos y cemento dental. Se taparon con una
canula falsa del mismo tamafio de las canulas; ademas se les inyectd via intramuscular
0.5 ml de Penicilina (300,000 UI); finalmente los animales se dejaron recuperar durante

una s€mana.

VI1.3. Grupos y procedimiento de lesion: Después de la cirugia los animales se
dividieron en dos grupos, aquellos que serian el grupo control y el grupo experimental.
Una vez identificados los animales, a través de las canulas implantadas se insertd un
inyector de 10 mm de largo, el cual sobresalia 2 mm de éstas. Al grupo control se le
administr6é en uno de los hemisferios 0.5 pl de un amortiguador de fosfatos (PBS) y al
otro grupo se le administré una dosis de 5 nmoles de acido kainico (AK), en el mismo
volumen (dosis efectiva para producir dafio estriatal; Giordano y Mejia-Viggiano
(2001). La velocidad de infusion fue de 0.1 pl/min durante 5 minutos dejando los
inyectores 2 minutos mas para permitir la difusiéon de las sustancias. Después de 4
horas a todos los animales se les inyecto el hemisferio contralateral de la manera antes
descrita y una vez finalizada esta inyeccion se les administrd via intramuscular (i.m.)
0.1 ml de diazepam a una concentracion de 5 mg/ml con la finalidad de prevenir la
ocurrencia de convulsiones y de dafio extraestriatal, sin inducir efectos en el estriado

(ANEXO I).



Finalmente todos los animales se dejaron en recuperacion durante una semana; en este
tiempo se vigilo el peso de los animales y se les administro via intradérmica (i.d.) 3 ml
de Ringer-lactato durante 3 dias. Al cuarto dia post lesion, los animales se colocaron en
las cajas de actividad locomotora en tres sesiones de 20 minutos en dias no

consecutivos, para su adaptacion al lugar donde se desarrollaron los experimentos.

VI.4. Procedimiento de administracién de los farmacos agonistas y antagonistas
dopaminérgicos D1/D2.

Una vez que concluyo el periodo de adaptacion, se inicio la inyeccion de los
agonistas y antagonistas dopaminérgicos D1 y D2. Los animales recibieron inyecciones
bilaterales intraestriatales de un volumen de 0.5 pl de los siguientes fArmacos agonistas
y antagonistas de los receptores D1 y D2; del agonista DI SKF 38393 a una
concentracion de 7.5 ug/ul, del agonista D2 quinpirol (QNP) a una concentracion 2.5
ug/ul, del antagonistas D1 SCH 23390 a una concentracion de 5 pg/ul o del antagonista
D2 eticlopride (ETICLOP) a una concentracion 5 pg/pl. Todos los animales recibieron
una inyeccion de solucion salina (SS) como control. Cada animal recibidé s6lo dos

inyecciones, una inyeccion del farmaco y del vehiculo.

A los 7 dias post lesion, se inici6 el registro de la actividad locomotora; diariamente se
trabajo con 4 animales, dos animales control y dos animales lesionados los cuales
recibieron inyecciones intraestriatales de agonistas y antagonistas dopaminérgicos D1y
D2, de tal manera que durante un experimento se incluian todos los tratamientos. La
finalidad fue evaluar los efectos de estos farmacos sobre la actividad locomotora para
las variables distancia total recorrida en centimetros y el numero de movimientos

verticales.

En un primer experimento se trabajo con la manipulacion de los receptores tipo DI
mediante la administracion de su agonista (SKF 38393) y del antagonista (SCH23390).
En una primera sesion, los animales se colocaron en unas cajas de acrilico donde se les
colocaron inyectores de 10 mm de largo y mediante una bomba de infusién se
administraron los farmacos estando los animales en libre movimiento. Estos animales
recibieron inyecciones bilaterales intraestriatales de un volumen de 0.5 pl del agonista

de los receptores tipo D1 (SKF 38393), del antagonista de los receptores tipo DI



(SCH23390) o del vehiculo (SS).

En la Tabla 1 se especifica el nimero de animales utilizados en cada grupo, la

distribucion de los animales y el tratamiento que recibieron durante cada sesion.

PRIMERA INFUSION | SEGUNDA INFUSION
SKF38393 SS
PBS (n=11)
SS SKF38393
SCH23390 SS
AK (n=12)
SS SCH23390
SCH23390 SS
PBS (n=13)
SS SCH23390
SKF38393 SS
AK (n=13)
SS SKF38393

TABLA 1. Secuencia de administracion de los farmacos agonista y antagonista
dopaminérgicos para el receptor D1. Se muestran los animales control (PBS) y lesionados
intraestriatalmente con acido kainico (AK) para el registro de la actividad locomotora
durante el ciclo de oscuridad de los animales.

A todos los animales se les administr6 0.5 pl de cada sustancia a una velocidad de 1 pl
por minuto durante 5 minutos dejando los inyectores en el interior de las canulas
durante 2 minutos mas para permitir la difusion de los fairmacos; una vez trascurridos
los 7 minutos que dura la inyeccion, los animales fueron colocados en las cajas de
actividad locomotora durante 2 horas (de 12:00 PM a 14:00 PM y de 14:00 PM a 16:00
PM).

La actividad locomotora de los animales fue registrada usando un sistema automatizado
(Digiscan Animal Activity System, AccuScan Electronics, Columbus OH), que
promedia la actividad de los animales registrada durante 15 minutos, lo que se
denomina una muestra; asi al finalizar el registro de 2 horas tendremos 8 muestras para
analizar y dos variables: distancia total en centimetros (DT) y el nimero de

movimientos verticales (NMV).

A las 48 horas a los mismos animales se les administré una segunda infusion ya sea del

farmaco o del vehiculo como se especifica en la Tabla 1; evaluando la actividad



locomotora de los animales de la manera antes descrita.

Una vez que se concluyeron estos registros, se continiio con la manipulacién de los
receptores tipo D2 mediante la administracion de su agonista (QNP) y del antagonista
(ETICLOP). Nuevamente se organizaron grupos de 4 animales (incluyendo control y
experimentales) que se colocaron en unas cajas de acrilico donde se les colocaron
inyectores de 10 mm de largo y mediante una bomba de infusion se administraron los
farmacos estando los animales en libre movimiento. En una primera sesion, los
animales recibieron inyecciones bilaterales intraestriatales de un volumen de 0.5 pl del
agonista D2 (QNP), del antagonista D2 (ETICLOP) o del vehiculo (SS), siguiendo el
mismo procedimiento de inyeccion antes descrito. La distribucion de los animales y el

tratamiento que recibieron se muestra en la Tabla 2.

Después de 48 horas a los mismos animales se les administré una segunda inyeccion del
vehiculo o de los farmacos dopaminérgicos (QNP, ETICLOP o SS) como se especifica
en la Tabla 2; evaluando la actividad locomotora de los animales de la manera antes

descrita.

PRIMERA INFUSION | SEGUNDA INFUSION
QNP SS
PBS (n=12)
SS QNP
ETICLOP SS
AK (n=9)
SS ETICLOP
ETICLOP SS
PBS (n=8)
SS ETICLOP
QNP SS
AK (n=13)
SS QNP

TABLA 2. Secuencia de administracion de los farmacos agonista y antagonista
dopaminérgicos para el receptor D2. Se muestran los animales control (PBS) y lesionados
intraestriatalmente con acido kainico (AK) para el registro de la actividad locomotora
durante el ciclo de oscuridad de los animales.

Al término de cada experimento los animales fueron perfundidos con paraformaldehido
al 4% (en solucion de fosfatos; PB 0.1 M a pH 7.4); los cerebros se conservaron en
sacarosa al 30% hasta el momento de obtener cortes de 50 pym en un microtomo de

congelacion. Los cortes fueron tefiidos con violeta de Nissl (para confirmar la lesion



excitotoxica y la ubicacion de las canulas en el estriado) y procesados con la técnica de
citocromo oxidasa que permite visualizar la actividad metabolica celular y por lo tanto

es un buen indicador del area lesionada (ANEXO I1'Y [11).

VI.5. Histologia: Se evalu6 una serie de cortes de 50 um separados 200 um uno del otro
(Fig. 3); todos los animales fueron evaluados por medio de criterios histoldgicos que
fueron: a) la posicion de las canulas en el estriado anterodorsal en el caso de los
animales control y experimentales y b) la lesion estriatal que se caracteriza por la
pérdida celular, presencia de células picndticas y pérdida de citoarquitectura
caracteristica del estriado en tincion de Nissl y el area de lesion evaluada por la tincion
de citocromo oxidasa. Ademds se eliminaron los animales en donde la lesion se

extendio hacia la corteza o el hipocampo.

Fig. 3. Esquema de cortes coronales del cerebro de rata. Se muestra la posicion de las

canulas en el estriado (1) y la extension de la lesion (2) en el caso de los animales

experimentales a los que se les administré AK.

VI1.6. Analisis estadistico: Una vez realizado el analisis histologico de todos los
animales, para el andlisis estadistico solo se incluyeron aquellos animales que
cumplieron con los criterios de inclusion antes mencionados. El efecto de los farmacos
fue analizado utilizando un anélisis de varianza (ANDEVA) factorial de tres vias (grupo
x farmaco x muestras), seguido de pruebas preplaneadas para determinar las diferencias

entre los grupos. El valor de significancia para las pruebas fue de P<0.05.



En cada uno de los experimentos, se reportan los promedios de la actividad durante 2
horas de registro y el error estandar de la media (EEM) para la variable de distancia
total (DT) y el nimero de movimientos verticales (NMV). Se reportan también los
valores de significancia encontrados de las comparaciones entre los grupos (PBS vs.
AK), el efecto del farmaco administrado (SS vs. agonista o antagonista del receptor tipo
D1 o D2) y el efecto encontrado entre las muestras (M1 vs. M2; M2 vs. M3 etc) que

fueron tomadas durante las 2 horas de registro.

En las tablas se muestran los valores obtenidos después de la inyeccion del vehiculo y el
farmaco correspondiente, mientras que en las graficas se compara el cambio neto en la
actividad locomotora en respuesta a los distintos farmacos, se normalizo6 la actividad y
se muestra el porcentaje de variacion. Este porcentaje se obtuvo de la siguiente manera,
se calculo la diferencia entre los datos obtenidos con el farmaco y los datos obtenidos
con el vehiculo y se expresé en términos de porcentaje de la actividad registrada; es
decir si un grupo recorrid 100 cm al ser tratado con el vehiculo y 50 cm al ser tratado

con el farmaco se presenta como una actividad 50% menor



VIl. RESULTADOS

VII.1. Histologia

En la Fig. 4 y 5 se muestran esquematicamente los resultados encontrados del
analisis histologico. En la Fig. 4 se muestra la posicion de las canulas en los animales
control y experimentales, las cuales se localizaron entre las coordenadas 1.60 — 1.20 mm

anteroposterior con respecto a bregma, cortes que se muestranen Ay B.

(A) (B)
Fig. 4 Esquema de dos cortes coronales donde se representa la implantacion de las canulas

en el estriado para los animales control y lesionados. A) coordenada 1.60 mm y B) 1.20 mm.

En la Fig. 5 se muestra la extension de la lesion inducida por la administracion de acido
kainico; la lesién se localizd entre las coordenadas 1.50 — 0.48 mm con respecto a
Bregma. La extension maxima de lesion se localizo en la coordenada 1.60 mm antero
posterior con una area maxima de 128.96 mm” y una minima de 60.30 mm? obtenida

por valores promediados de los dos hemisferios en cortes representativos.

Fig. 5. Esquema de cortes coronales donde se representa la extension de la lesion con acido
kainico en los animales experimentales. La zona mas oscura representa el valor maximo de

la lesion y la zona donde concidio el mayor niimero de animales.



En cortes tefiidos con citocromo oxidasa (Fig. 6A) se muestra la actividad metabolica en
ambos estriados lesionados, la reduccion en la intensidad en el area de la lesion y la
presencia de los ventriculos dilatados indica muerte celular en esa area, misma que se
confirmo con la tincion de Nissl y que se muestra a mayor amplificacion. Es evidente en
estas fotografias la pérdida de células, aumento de células picndticas, que pueden
representar tanto glia como células nerviosas muertas y la pérdida de la citoarquitectura

del estriado por la desmielinizacion (Fig. 6B).

PBS AK

(A)

Fig. 6. Cortes coronales del estriado control (PBS) y experimental (AK). (A) Tincién
citocromo oxidasa. La flecha marca la disminucion en la reaccion a la enzima citbcromo
oxidasa en el sitio de la lesion. (B) Tincion violeta de Nissl a 40X. En el grupo control (PBS),
la flecha indica la presencia de neuronas intactas y en el grupo experimental (AK) la flecha
indica muerte neuronal tipica (células pequefias). Barras de magnificacion: A) 1 mm, y B) 50

pm.



VI1.2. Evaluacién conductual de animales control y experimentales

Después del analisis histologico de todos los animales, se evaluaron los registros
de actividad locomotora a los 7 dias post lesion. Todos los animales fueron registrados
durante 24 horas para evaluar la actividad locomotora espontanea durante el ciclo luz-
oscuridad; los resultados muestran que los animales que recibieron una inyeccion
bilateral intraestriatal de 4cido kainico presentan valores mas altos en distancia total

recorrida que los animales control.

En la Figura 7 podemos observar que durante el periodo de oscuridad se registraron los
valores mas altos de actividad, donde las diferencias entre los grupos analizados son
significativas [F (1,17)=5.22; P=0.035], mientras que durante la fase de luz (periodo de
descanso) las diferencias desaparecen; comportamiento antes descrito por diversos

autores (Giordano et al., 2001; Mena-Segovia et al., 2002).

ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA
REGISTRADA DURANTE 24 HORAS

70000 -
*
60000 -
50000 -
@ PBS
40000 - B AK

SUMA DE PROMEDIOS DE DISTANCIA
TOTAL (cm) + EEM

CICLO DE OSCURIDAD CICLO DE LUZ

Fig. 7 Actividad locomotora espontanea. Promedio £+ EEM de la distancia total registrada a los

7 dias post lesion durante 24 horas en un ciclo luz/oscuridad en animales control (PBS) y
lesionados con acido kainico (AK). La barra negra significa el periodo de oscuridad (12 hrs.) y
la barra blanca el periodo de luz (12 hrs). *Diferencias significativas P<0.05 entre los grupos

PBS vs. AK



VI1.3. Evaluacién conductual de la administracion de los farmacos agonistas y

antagonistas dopaminérgicos D1/D2.

Una vez que finalizo el registro de actividad espontanea con una duracion de 24
horas, a todos los animales se les administrd en una primera sesion el vehiculo (SS) y en
una segunda sesion alguno de los cuatro farmacos dopaminérgicos como se establecid
en el esquema de inyeccion antes mencionado (Tabla 1 y 2, Pag. 34 y 35) registrando la

actividad locomotora de los animales durante 2 horas.

Evaluamos mediante un analisis estadistico el efecto de grupo (PBS vs. AK), el efecto
del farmaco administrado (SS vs. agonista o antagonista del receptor tipo D1 0 D2) y el

efecto de las muestras (M1 vs. M2; M2 vs. M3 etc.).

En las tablas que se muestran a continuacién se presentan los promedios de los
resultados obtenidos de la actividad registrada durante las 2 horas de registro y el error
estandar de la media para la variable distancia total (DT) y para el numero de
movimiento verticales (NMV) para todos los casos, mientras que los promedios

obtenidos de cada una de las muestras no se presentan.

En la Tabla 3 se muestra la actividad locomotora de los animales a los 7 dias post lesion
después de la administracion del vehiculo y de la administracion del agonista D1
SKF38393. Podemos observar que los promedios de los animales a los que se les
administr6 acido kainico (AK) presentan valores mas elevados que los registrados por
los animales controles (PBS) en ambas variables (DT y NMV), siendo estas diferencias
significativas [PBS vs. AK; F (1, 22)= 4.30; P=0.05]; actividad que se incrementa
después de la administracion del agonista D1 SKF38393 tanto para animales controles
como experimentales. Se encontraron diferencias significativas entre los fadrmacos
administrados [SS vs. SKF38393; F (1,22)= 6.32; P=0.019] y no entre las muestras;
mientras que para la variable NMV no se encontraron diferencias significativas entre los

farmacos ni entre las muestras.



Distancia Total (cm) NUum. Mov. Verticales
DT NMV

Vehiculo (SS) SKF38393 Vehiculo (SS)| SKF38393

PBS (n=11) 624.11+73.28 1075.35+202.53 PBS (n=11) 12.28+3.02 15.89+4.55

AK (n=13) 955.77+228.9 | 1952.52+409.95* AK (n=13) 17.07+3.44 27.09+ 7.6

TABLA 3. Resultados de la actividad locomotora después de la administracion del agonista
D1 SKF38393. La tabla muestra el promedio + EEM de DT y del NMV registrados después
de la administracion de SS o SKF38390 en el estriado en animales control y lesionados.
*Diferencias significativas P<(.05 para el registro con SS vs. el firmaco en el mismo grupo.

Por otra parte, en la Tabla 4 se muestra la actividad locomotora de los animales a los 7
dias post lesion después de la administracion del vehiculo y del antagonista DI
SCH23390, los datos muestran que los animales lesionados presentan valores mas
elevados DT y NMV en comparacion a los del grupo control, sin embargo estas

diferencias no son significativas entre los grupos (PBS vs. AK).

La administracion del antagonista D1 SCH23390 indujo una disminucién en la
actividad locomotora de los animales tanto controles como experimentales; se encontro
una diferencia significativa entre los farmacos administrados [SS vs. SCH23390; F
(1,23)=6.68; P=0.016] en DT y en el NMV [F (1,23)=6.64; P=0.019]. Ademas se
encontraron diferencias significativas entre las muestras para ambas variables (DT y
NMV; F(7,119)=3.51; P=0.001 y F (7, 119)=3.97; P=0.0001; respectivamente), datos

que se muestran en la Tabla 4.

Distancia Total (cm) Num. Mov. Verticales
DT NMV
Vehiculo (SS) SCH23390 Vehiculo (SS) | SCH23390
PBS(n=9) 868.92+401.69 410.46+236.5* PBS 24.84+10.67 5.89+2.48*
AK (n=11) 1053.75+432.16 260.09+103.22* AK 18.59+4.34 10.00+4.13

TABLA 4. Resultados de la actividad locomotora después de la administracion del
antagonista D1 SCH23390. La tabla muestra el promedio + EEM de DT y del NMV
registrados después de la administracion de SS o SCH23390 en el estriado en animales control
y lesionados. *Diferencias significativas P<0.05 para el registro con SS vs. el farmaco en el
mismo grupo.




Para comparar a simple vista el cambio neto de la actividad locomotora en respuesta a
los farmacos agonistas y antagonistas dopaminérgicos D1, en la Fig. 8 se muestra el
porcentaje de variacion en la actividad motora en términos de la DT y el NMV durante
2 horas de registro de los animales con vehiculo (PBS) y con 4cido kainico (AK).

Notese que la diferencia del efecto de cada farmaco es similar en ambos grupos.

EFECTO DEL AGONISTA'Y ANTAGONISTA DEL RECEPTOR
DOPAMINERGICO D1 SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA
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Fig. 8. Resultados de la administracion de agonistas y antagonistas dopaminérgicos D1. Las
figuras muestran el porcentaje de variacion de DT y del NMV durante un registro de 2 horas en
la fase de oscuridad. *Diferencias significativas P<0.05 entre la sesion con SS vs. el farmaco

en el mismo grupo.

Con respecto a la administracion del agonista y antagonista dopaminérgico D2 sobre la

actividad locomotora de los animales, la administracion de quinpirol indujo una



disminucioén en su actividad. Los registros de la administracion del vehiculo obtenidos a
los 7 dias post lesion se muestran en la Tabla 5; podemos observar que los animales a
los que se les administré 4acido kainico (AK) presentaron valores mas elevados que los
registrados por los animales controles (PBS) en ambas variables, siendo estas
diferencias significativas entre los grupos [PBS vs. AK; F (1,20)= 4.66; P=0.043]. Se
encontraron diferencias significativas entre los fArmacos administrados [SS vs. QNP, F
(1,20)=17.27; P<0.001] para la DT asi como también para el NMV [F(1,20)=18.83;
P<0.001]. También existieron diferencias significativas entre las muestras para ambas
variables [F (7,140)=5.26; P<0.0001] y [F (7,140)=13.93; P<0.0001, respectivamente],

datos que se muestran en la Tabla 5.

Distancia Total (cm) Num. Mov. Verticales
DT NMV
. Vehiculo
Vehiculo (SS) QNP (SS) QNP
PBS (n=12) | 686.70+138.10 |253.14+15.52* PBS 17.69+5.08 | 5.34+1.07*
AK (n=10) |1396.94+414.28 | 576.8+15.72* AK 26.57+6.64 | 10.6x2.11*

TABLA 5. Resultados de la actividad locomotora después de la administracion del agonista D2
QNP. La tabla muestra el promedio + EEM de DT y del NMV registrados después de la
administracion de SS o QNP en el estriado en animales control y lesionados. *Diferencias
significativas P<0.05 para el registro con SS vs. el farmaco en el mismo grupo.

Por otra parte la administracion del antagonista D2 evaluada a los 7 dias post lesion
indujo una disminucién en la actividad locomotora de los animales, datos que se
muestran en la Tabla 6. En los registros de la administracion del vehiculo los animales
lesionados presentan valores mas elevados que los animales del grupo control; sin
embargo estas diferencias no son significativas [PBS vs. AK; F (1,14)= 0.99; P=0.33].
Se encontraron diferencias significativas entre los fdrmacos administrados [SS vs.
ETICLOP, F (1,14)=16,63; P=0.001] para DT asi como también para el NMV [F
(1,14)=6.53; P=0.02].

También existieron diferencias significativas entre las muestras para ambas variables

(DT y NMV; F (7,98)=3.91; P<0.0001 y F(7,98)=9.22; P<0.0001, respectivamente).




Distancia Total (cm) NUum. Mov. Verticales
DT NMV
Vehiculo (SS) | ETICLOP NMV Ve(rgg)“o ETICLOP
PBS (n=9) | 714.95:138.10 | 309.76+15.52 PBS 13.40£3.14 | 4.15+1.01
KA (n=7) | 1148.73+414.28 | 331.08+15.72* KA 22.42+6.34 | 13.48+3.21

Tabla 6. Resultados de la actividad locomotora después de la administracion del antagonista D2
ETICLOP. La tabla muestra el promedio £ EEM de DT y del NMV registrados después de la
administracion de SS o ETICLOP en el estriado en animales control y lesionados. *Diferencias
significativas P<(.05 para el registro con SS vs. el farmaco en el mismo grupo.

En la Fig. 9 se muestra el efecto neto de los farmacos agonistas y antagonistas
dopaminérgicos D2 sobre la actividad locomotora de los animales controles (PBS) y
tratados con acido kainico (AK); esta figura muestra el porcentaje de variacion en la
actividad motora en términos de la distancia total recorrida y el nimero de movimientos

verticales que fueron evaluados durante 2 horas de registro para ambos grupos.

Podemos observar que tanto la administraciéon del agonista como del antagonista
dopaminérgico para los receptores D2, induce el mismo efecto sobre la actividad
locomotora de los animales, cambio que se refleja en una disminucidn en los valores de
la actividad locomotora en ambos grupos evaluados. Si observamos, el efecto inducido
por la administracion de quinpirol se ve mds reducido en los animales lesionados en
comparacion a los animales control; por otro lado, cuando se administr6 el antagonista
D2 eticlopride podemos observar que los animales control presentaron una disminucioén
un poco mayor en la actividad locomotora en comparacion a la mostrada por los

animales lesionados.
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Fig. 9. Resultados de la administracion de agonistas y antagonistas dopaminérgicos D2. Las
figuras muestran el porcentaje de variacion de DT y del NMV durante un registro de 2 horas
en la fase de oscuridad. *Diferencias significativas P<0.05 para la corrida con SS vs. el
farmaco en el mismo grupo.



VIII. DISCUSION

Los resultados de estos experimentos indican que la administracion intraestriatal
de AK induce alteraciones morfoldgicas en la citoarquitectura del estriado y a los 7 dias
post lesion se registra una hiperactividad locomotora de los animales lesionados; estos
resultados coinciden con lo esperado de la generacion del modelo animal de la

enfermedad de Huntington (Giordano et al, 2001).

En comparacion al grupo control, el incremento en la actividad de los animales
lesionados fue significativo cuando fueron evaluados durante 24 horas, mientras que en
registros de 2 horas las diferencias entre grupos no son significativas, pero es tiempo

suficiente para observar los efectos entre los farmacos administrados.

Los resultados de los experimentos realizados en el modelo animal de la enfermedad de
Huntington muestran que la administracion de firmacos agonistas y antagonistas
dopaminérgicos D1 induce cambios conductuales opuestos en la actividad locomotora
de los animales tanto controles como lesionados, es decir la administracioén del agonista
induce un incremento en la actividad locomotora mientras que la administracion del
antagonista induce una disminucion; efectos que reflejan el funcionamiento esperado de
la via directa de los ganglios basales. La administracion de los farmacos agonistas y
antagonistas dopaminérgicos D2 induce el mismo efecto inhibitorio sobre la via
indirecta. Esto indica que la alteracion en la actividad locomotora espontdnea generada
por la administracion intraestriatal de AK es regulada de forma diferencial por los

receptores D1 y D2.

Waszczak et al. en el 2002 describieron que la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D1 mediante la administracion de SKF38393 causa un incremento en la
actividad locomotora en ambos grupos, efecto que no fue significativo en animales
controles; estos autores reportan que el incremento en la actividad locomotora sélo es
significativo cuando se administra el agonista D1 (SKF38393) junto con al agonista D2
(quinpirol). Esto podria indicar un efecto sinérgico de los receptores, efecto que no se
observa en animales lesionados. Los resultados obtenidos de los animales lesionados

muestran un incremento en la actividad locomotora espontanea mayor a la que se



registra en animales controles, esto debido quizas a que las lesiones estriatales podrian
inducir una hipersensibilidad del receptor D1, hipotesis que demostraron Bamford et al.

en el 2004 en estudios realizados en animales deficientes del receptor de dopamina.

Por otra parte la administracion del antagonista D1 (SCH23390) induce una
disminucién en la actividad locomotora en ambos grupos; efecto que no es significativo,
resultado que ha sido descrito antes por diversos autores. Los efectos de los agonistas y
antagonistas D1 van de acuerdo con los resultados previos descritos por Blandini et al.
en el 2003 que evaluan el efecto de estos farmacos sobre la actividad cortical y estriatal
por medio de la expresion de la proteina c-Fos, donde la estimulacion directa de los
receptores D1 causa una consistente expresion de c-Fos en el estriado inyectado; este
efecto es contrarrestado por la administracion sistémica del antagonista. Estos
resultados indican que la estimulacion de los receptores dopaminérgicos D1 induce la
activacion de la via directa de los ganglios basales lo cual desinhibe a los nucleos del
talamo, lo que conduciria al incremento en la actividad locomotora que es la respuesta
que estamos observando, mientras que la inhibicion de la actividad de los receptores D1
induce una reduccion de la actividad locomotora lo que refleja la inhibicion de los
nucleos del talamo; esto nos indica que la respuesta locomotora se encuentra mediada

por el receptor D1.

Con respecto a los efectos inducidos por la administracion de agonistas y antagonistas
dopaminérgicos D2, los resultados muestran que la administracion intraestriatal de
quinpirol tiene un efecto predominantemente inhibitorio en la actividad locomotora
espontanea de ambos grupos; cambio conductual que también se observa después de la
administracion del antagonista D2 (eticlopride), que posiblemente esté actuando de la
misma manera que el quinpirol. Contrariamente a los resultados obtenidos, mediante
evaluacion de c-Fos, de los efectos de farmacos D1, la estimulacion de los receptores
D2 a una dosis alta reduce la expresion de c-Fos en la corteza, pero si se co-administra
el antagonista D2 induce expresion de c-Fos en el lado ipsilateral en el estriado pero
contralateral al sitio de la inyeccion; de esta manera la administracion sistémica de
eticlopride induce preferencialmente la expresion de genes de respuesta temprana en el
estriado (Blandini et al., 2003). Este resultado es consistente con el modelo de la via
indirecta de los ganglios basales en el cual la dopamina a través de los receptores D2

inhibe la actividad estriatopalidal resultando en una desinhibicion de las neuronas del



GP, lo que conduce a una disminucion de la actividad locomotora de los animales;

resultados que confirman estudios previos realizados por Hooper et al. en 1997.

Es posible que estos resultados se deban a la localizacion pre y postsinaptica de los
receptores D2; existe evidencia que sugiere que el quinpirol podria actuar en los
receptores D2 localizados presinapticamente en las terminales glutamatérgicas
corticoestriatales, quizds disminuyendo la liberacion de glutamato en el estriado (Flores-
Hernandez et al, 1997), lo que refleja la existente interaccion entre dopamina y
glutamato en la modulacion de la actividad de las neuronas medianas espinosas (Marti

et al, 2002; David et al., 2005).

Esta interaccion mediada por los receptores AMPA/kainato y los receptores
postsindpticos D2 podria involucrar mecanismos fasicos de control que permiten la
modulacioén facilitadora de la actividad de las neuronas estriatopalidales, lo que indica
que la modulacion de la liberacion de dopamina en el estriado es compleja dependiendo
de la localizacion del receptor. Otra posibilidad es que el antagonista D2 (eticlopride)
esté actuando como un agonista parcial a la dosis usada (Hooper et al, 1997) o que en
los animales lesionados la hipersensibilidad de los receptores D2 en axones corticales
induzca un efecto postsindptico el cual seria activado por la administracion del
antagonista D2 (Bamford et al., 2004); sin embargo, esto tltimo no podria describir el

efecto inducido en animales sin lesion.

Para poder deducir la actividad de los receptores pre y postsinapticos D2 es necesario
realizar una curva dosis-efecto de quinpirol y eticlopride con la finalidad de evaluar si
los efectos inhibitorios inducidos por ambos farmacos no se deben a la dosis utilizada.
Se podria evaluar también los efectos de las interacciones de los farmacos agonistas D1
y D2 con la finalidad de conocer si el efecto del quinpirol se debe al receptor D1, y si
después de una administracion de eticlopride (antagonista D2) el efecto permanece;
esto indicard que el efecto se debe a los receptores D2. De la misma manera se podria
confirmar el efecto a través de la estimulacion de los receptores D1 mediante
combinaciones usando agonistas D1 (SKF38393) con antagonistas D2 (quinpirol), lo

que podria mostrar que los cambios conductuales observados sean atribuidos a un tipo



especifico de receptor. Cabe destacar que las neuronas medianas espinosas se
encuentran controladas bajo diversos tipos de aferencias, debido a esto es importante
estudiar el efecto de la interaccion de los farmacos agonistas y antagonistas
dopaminérgicos sobre otros sistemas de neurotransmision, como por ejemplo, sistemas
glutamatérgicos, adenosinérgicos, colinérgicos, etc. En futuro se requiere deducir las
acciones neuronales de todos estos sustratos en sus acciones sobre la via directa e
indirecta de los ganglios basales sobre la funcion motora; esto permitiria crear diversas
estrategias farmacéuticas para las diversas patologias en las cuales se encuentran

involucrados los ganglios basales.



IX. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la administracion del agonista D1 SKF38390
induce un incremento en la actividad locomotora de los animales, mientras que la
administracion del antagonista D1 SCH23390 induce una disminucion en la actividad
locomotora siendo estos cambios conductuales semejantes en los animales lesionados y

en los animales control.

Por otro lado, tanto la administracién del agonista D2 quinpirol asi como de su
antagonista eticlopride que induce una disminucion en la actividad locomotora de los

animales lesionados asi como también de los animales control.

Los resultados obtenidos indican que la actividad locomotora de los animales lesionados
esta mediada predominantemente por los receptores estriatales dopaminérgicos tipo D1,
mientras que el papel de los receptores tipo D2 es todavia incierto; sin embargo cabe
mencionar que con base en la literatura consideramos que la actividad conductual
observada es procesada a través de los ganglios basales mediante mecanismos diferentes
0 a través de diferentes poblaciones neuronales que complica definir el papel de cada

receptor.
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XI. ANEXOS



ANEXO |

EVALUACION DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION PRE Y POST LESION DE
DIAZEPAM A DIFERENTES DOSIS EN ANIMALES LESIONADOS POR ACIDO
KAINICO EN EL ESTRIADO.

OBJETIVO

Demostrar que la administracion pre y post de diazepam a diferentes dosis en animales lesionados
con acido kainico en el estriado, modifica la actividad inducida por el acido kainico en estos

animales.

HIPOTESIS

» El pre y post tratamiento con diazepam genera una proteccion contra los efectos del acido
kainico sobre el estriado.

* El efecto protector del diazepam es dependiente de la dosis.

INTRODUCCION

La administracion de diazepam previene los efectos neurotdxicos y convulsivantes generados
por la administracidon intracerebral de acido kainico (De Bonnel & De Montigny, 1983; Imperato,
Porceddu, Morelli, Fossarello & Di Chiara, 1981), este es un neurotoxico que produce muerte
celular por excitotoxicidad y liberacion de deshidrogenasa lactica, proceso que al parecer depende
del calcio extracelular (Coyle, Murphy, Puttfarcken, Lyons & Vornov, 1991). Di Chiara et al.
(1981) demostraron que al administrar intracerebralmente acido kainico en el ventriculo lateral, la
amigdala o el estriado se induce muerte celular en el hipocampo y en el nucleo talamico medial; sin

embargo la administracion sistémica previa de diazepam evita este dafio.

Otra estructura que sufre severos dafios por las administraciones intracerebrales de acido kainico es

el estriado; este tipo de lesion excitotoxica resulta en un incremento de la actividad locomotora



espontanea de los animales (Giordano & Mejia-Viggiano, 2001); ademas de inducir cambios
bioquimicos e histologicos semejantes a los observados en pacientes con la enfermedad de
Huntington (Coyle , Molliver & Kuhar, 1978), siendo un buen modelo para el estudio de esta
enfermedad, cuyo protocolo incluye la administracion de diazepam con la finalidad de proteger al
hipocampo de dafios inducidos por acido kainico y localizar la lesion en el estriado, lo que nos
permite evaluar las alteraciones conductuales debidas al dafio en el estriado. Sin embargo, hasta el
momento ningun estudio ha evaluado si la dosis de diazepam o la misma dosis empleada para
proteger al hipocampo podria inducir una neuroproteccion en el cuerpo estriado. Debido a esto el
objetivo de este trabajo fue determinar si la administracion pre y post a la lesion intraestriatal de
diazepam, evita las secuelas conductuales e histopatoldgicas inducidas por la administracion de
acido kainico; para observar este efecto se evalud la actividad locomotora y exploratoria de los
animales utilizando un sistema automatizado (Digiscan animal activity system, AccuScan
electronics, Columbus OH) y las variables analizadas fueron: distancia total recorrida y nimero de

movimientos.

METODOLOGIA

Sujetos: Ratas macho Sprague-Dawley (250-300g), que se mantuvieron bajo ciclo invertido
luz/oscuridad 12:12 (LD12:12), con libre acceso a la comida y al agua. Implantacién de canulas:
Los animales fueron anestesiados inyectando via intraperitoneal (i.p.) 1 ml/kg de peso de una
mezcla de Ketamina (70 mg/kg) y Xilazina (6 mg/kg). El animal se colocd en el aparato
estereotaxico y se realizaron dos trépanos en las coordenadas 1.2 mm antero posterior con respecto

a Bregma y + 2.6 mm medio lateral respecto a la linea media.

Para lesionar a los animales se utilizé un inyector de 10 mm de largo, el cual descendié a 4.5 mm a
partir de la duramadre y se les administré un amortiguador de fosfatos (PBS) o 4cido kainico (AK)
a una dosis de 5 nmoles unilateral intraestriatalmente y 20 minutos después se les inyecto el lado
contralateral de la misma manera. Se les administré a 9 animales PBS y a 25 se les administro AK.
El volumen administrado de cada sustancia fue 0.5 pl a una velocidad de infusion de 0.1 pl/min
durante 5 minutos dejando los inyectores 2 minutos mas para permitir su difusién. Durante este
procedimiento a los animales se les administré 1 ml/kg de peso de diazepam o vehiculo (SS)
dividido en dos partes iguales; se administré una parte antes de la inyeccion del PBS o del acido

kainico y el resto después de la inyeccion del lado contralateral con PBS o 4cido kainico.



La dosis de diazepam administrada asi como también el nimero de animales en cada grupo se

muestra en la Tabla 1.

PBS (25) (4)D-5mg/kg pp
(7) SS
(14) D- 5mg/kg  post
AK (36) (6) D- 5 mg/kg PP

(6) D-2mg/kg.  pp
(8) D-0.5mg/kg pp
(16) D- 5mg/kg  post

TABLA 1. Tabla de tratamientos de diazepam (D). Dosis administradas pre y post lesion (pp) asi
como aquellas administradas post lesion (post) para los animales control (PBS) y experimentales

(AK).

Finalmente a todos los animales se les inyect6 via intramuscular 0.5 ml de Penicilina (300,000 UI) y
se dejaron en recuperacion; durante este tiempo se vigild el peso de los animales y se les administro
via subcutanea 3 ml de Ringer-Lactato durante 3 dias. Al cuarto dia post lesion, los animales se
colocaron en las cajas de actividad locomotora en tres sesiones de 20 minutos en dias no

consecutivos, para su adaptacion al lugar donde se desarrollaron los experimentos.

Posteriormente se iniciaron los registros de la actividad locomotora de los animales, la cual fue
registrada usando un sistema Digiscan (Digiscan animal activity system, AccuScan electronics,
Columbus OH) y las variables a analizar son: distancia total y nimero de movimientos. Estos
registros se realizaron a los 7 y 30 dias post lesion durante 25 horas, en un horario de 9:00 AM a

10:00 AM.

Al término del experimento los animales fueron perfundidos intracardialmente con
paraformaldehido al 4% (en solucion de fosfatos 0.1 M a pH 7.4); los cerebros se conservaron en
sacarosa al 30% hasta el momento en que fueron cortados en el microtomo a 50 pum para
posteriormente ser tefiidos con violeta de cresilo y con citocromo oxidasa para verificar el sitio de la

lesion, la ubicacion de las canulas en el estriado asi como también su citoarquitectura.

Analisis de datos: Los resultados fueron analizados mediante pruebas paramétricas utilizando una
prueba de varianza factorial (ANDEVA) y seguido por comparaciones pre-planeadas entre los

grupos de interés, siendo el valor de significancia para la prueba de P<0.05. Los resultados



presentados se reportan en promedios de las 12 muestras tomadas por el Digiscan en el ciclo de
oscuridad; ademas se muestra el error estandar de la media (EEM) como medida de variabilidad en

las muestras.

Resultados

A los 7 dias post lesion se registrd la actividad locomotora de todos los animales durante registros
de 25 horas, con la finalidad de evaluar su actividad durante el ciclo de luz y oscuridad. Los
resultados muestran que los animales que recibieron una inyeccion intraestriatal de acido kainico
presentan valores mayores en la actividad locomotora que aquellos que recibieron PBS durante el
ciclo de oscuridad, siendo esta diferencia significativa [F (1,58) = 7.77; P=0.007] y en el ciclo de

luz ambos grupos se comportan de forma similar (Fig. 1).
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Fig. 1. Actividad locomotora espontanea registrada a los 7 dias post lesion durante 24 horas en un
ciclo luz/oscuridad en animales control (PBS) y lesionados con acido kainico (AK). La barra negra
significa el periodo de oscuridad (12 hrs.) y la barra blanca el periodo de luz (12 hrs).

Posteriormente se analizo cada una de las dosis de diazepam aplicadas a cada uno de los grupos. En
la tabla 2 se muestran los valores obtenidos para las variables de distancia total y nimero de
movimientos a los 7 y 30 dias post lesion tratados con diferentes dosis de diazepam administrado

pre y post lesion (pp).



Los animales tratados con PBS que recibieron diazepam 5 mg/Kg (pp) y el que recibié solucion
salina (SS), no presentan diferencias significativas entre ellos [F (1,8) = 0.26; P=0.62], por lo tanto
se agruparon ambos grupos y se manejoé como un grupo control para las posteriores comparaciones

con cada uno de los grupos tratados con AK. En la Tabla 2 se muestran las medias = EEM de estos

grupos.
Registro a los 7 dias post lesion Registro a los 30 dias post lesion
GRUPOS Distancia Total Nuam. de Mov. Distancia Total Num. de Mov.
D-5 mg/kg pp 1580.9+1080.6 140.6+1.73 4107.02+1456.5 253.04+77.0
PBS SS 2402.09+1160.9 195.7+£2.23 2935.4+896.4 151.66+42.01
D-5 mg/kg pp 6322+2697.2 280.86+86.6 5827.8+2122.7 306.9+71.61
AK D-2 mg/kg pp 6054.3+3033.5 232214772 | 4101.08+1383.9 274.8+63.7
D-0.5mgkgpp | 7875.93+4015.0 | 223.37+59.0 | 4307.38+1479.8 | 230.08+59.65

Tabla 2. Tabla de resultados de los registros de actividad locomotora a los 7 y 30 dias post
lesion. Se muestra el promedio de la distancia total y nimero de movimientos £ EEM registrada
durante el ciclo de oscuridad en animales control y lesionados que recibieron diazepam en varias
dosis. Abreviaturas: pp; pre y post lesion.

En el grupo tratado con AK, los animales presentan diferencias significativas con respecto al grupo
control. Cuando se compara el grupo control con el grupo kainico que recibié una dosis de
diazepam de 5 mg/kg, presenta diferencias significativas para la variable distancia total [Control vs
AK (D-5mg/kg pp), F (1,12) = 5.81; P=0.02], asi como también en el nimero de movimientos [ F
(1,12) = 6.29; P=0.02] en el registro de 7 dias post lesion; sin embargo al registrar a los animales a
los 30 dias post lesion no se encuentran diferencias significativas en ninguna de las variables

analizadas.

El segundo grupo tratado con diazepam recibié una dosis de 2 mg/kg; cuando se comparoé el grupo
lesionado con el control, nuevamente encontramos diferencias significativas para ambas variables
analizadas, en distancia total [Control vs AK(D-2mg/kg pp), F (1,13) = 21.66; P<0.01] y en
numero de movimientos [F (1,13) = 8.68; P=0.0011]; nuevamente al evaluar este grupo a los 30

dias post lesion no encontramos diferencias significativas para ninguna de las variables.



Distancia Total (cm) + EEM

Numero de Movimientos + EEM

Finalmente el tercer grupo se tratd con una dosis de diazepam de 0.5 mg/Kg; cuando se compar6
con el grupo control, encontramos diferencias significativas para ambas variables [Control vs AK
(D-0.5 mg/Kg pp), F (1,12) =8.55; P=0.012] y [F (1,12) = 8.07; P=0.007] en el registro de 7 dias
post lesion, desapareciendo esta diferencia significativa en el registro de 30 dias post lesion para

ambas variables.

En la Figura 2 se muestran los valores de las medias de cada uno de los grupos evaluados, en

distancia total y nimero de movimientos a los 7 y 30 dias post lesion.

A. Registro a los 7 dias post lesion B. Registro a los 30 dias post lesion
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Fig. 2. Actividad locomotora. Promedios de distancia total y nimero de movimientos durante 12 horas en
el ciclo de oscuridad. (A) Registro a los 7 dias post lesion, (B) Registro a los 30 dias post lesion.
*Comparaciones pre-planeadas entre grupos fueron realizadas después del ANDEVA para las diferentes
dosis de diazepam administradas, valor de significancia P<0.05. Abreviaturas: pp: tratamiento pre y post
lesion.



Posteriormente se traté a un grupo de ratas que solamente recibieron diazepam post lesion y se
registr6 su actividad locomotora a los 7 y 30 dias. Los animales que recibieron una inyeccion
intraestriatal de AK muestran un incremento en la actividad locomotora en comparacion al grupo
control; esta diferencia es significativa en distancia total [PBS vs. AK 7 dias post lesion; P=0.034] y
en el nimero de movimientos (P=0.029) a los 7 dias post lesion. Posteriormente los animales fueron
evaluados nuevamente a los 30 dias post lesion y encontramos que en ninguna de las dos variables

existen diferencias significativas (Tabla 3).

Registro a los 7 dias post lesion Registro a los 30 dias post lesién

GRUPOS Distancia Total Num. de Mov. Distancia Total Num. de Mov.

PBS 2369.3 £ 695.5 | 158.7 £407.9 | 1319.2+28.7 138.2+32.1
AK 4385.8 £ 1157.4 | 206.9+487.5 | 1688.7 +34.4 143.8 + 28.3

Tabla 3. Tabla de resultados de los registros de actividad locomotora a los 7 y 30 dias post lesion. Se
muestra el promedio de la distancia total y nimero de movimientos + EEM registrada durante el ciclo
de oscuridad en animales control y lesionados que recibieron una dosis de diazepam de 5 mg/kg
después de la lesion.

También analizamos las diferencias dentro de los grupos a lo largo del tiempo, cuando comparamos
dentro del grupo PBS el promedio de la actividad locomotora en distancia total a los 7 dias y 30
dias, encontramos que no existen diferencias significativas (PBS 7 dias vs. PBS 30 dias; P=0.20),
asi como tampoco existen diferencias significativas en el nimero de movimientos (P=0.34); por
otro lado cuando comparamos dentro del grupo AK encontramos diferencias significativas entre los
registros a los 7 y 30 dias post lesion en ambas variables (AK 7 dias vs. AK 30 dias; P=0.002 y

P<0.01 respectivamente).

En la Figura 3 se muestran los promedios de los grupos a los 7 y 30 dias post lesion que fueron

evaluados durante el ciclo de oscuridad.
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Fig. 3. Actividad locomotora. Promedios de distancia total y nimero de movimientos durante 12
horas en el ciclo de oscuridad. * Comparaciones Control vs. AK a los 7 y 30 dias post, valor de
significancia P<0.05

Finalmente evaluamos los promedios de los grupos tratados con diazepam pp contra los tratados
con diazepam post en el registro a los 7 dias post lesion, debido a que en este tiempo encontramos
diferencias significativas entre los grupos. Cuando comparamos los grupos PBS, no existen
diferencias significativas en ninguna de las variables y tampoco existen diferencias significativas

entre los grupos con AK en ninguna de las variables (Datos no mostrados).
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