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1. ABREVIATURAS

3-NP  Acido 3 nitroproi6énico

AMPA  a-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato
APO Apomorfina

ATP Adenosin trifosfato

CAT Colina acetiltransferasa

CAG  Citosina-adenina-guanina

CoA Coenzima A

EH Enfermedad de Huntington
EROS Especies reactivas de oxigeno
GABA Acido gama-aminobutirico

GAD  Glutamato descarboxilasa

GFAP  Proteina glial fibrilar acidica

Glu Glutamato

GIluR  Receptor para glutamato

Gpe Globo pélido

Gpx Glutatién peroxidasa

Hit Huntingtina

IA Acido Iboténico

KA Acido Kainico

L-CAR L-Carnitina

mGIuR Receptor metabotropico para glutamato
MSNs Neuronas espinosas medianas
NaCl  Cloruro de sodio

NADPH Nicotinamida dinucléotido fosfato
NAD"  Nicotinamida adenin dinucléotido
NMDA N-metil-D-aspartato

NMDAr Receptores para NMDA

PBS Amortiguador de fosfatos

QUIN  Acido quinolinico

RL Radicales libres

S.S.I  Solucién salina isotonica

SNC Sistema nervioso central

N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N T

SOD  Superoxido dismutasa



1. RESUMEN

Antecedentes. El acido quinolinico (QUIN) es una excitotoxina que reproduce el
modelo farmacolégico de la enfermedad de Huntington en ratas. EI QUIN es un
agonista glutamatérgico del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y causa degeneracién en
regiones especificas del cerebro; genera sus efectos via la sobreactivacién de
receptores NMDA produciendo neurotoxicidad a través de mecanismos de
excitotoxicidad y dafio oxidativo.

Por su parte la L-carnitina posee propiedades antioxidantes y precursoras del
metabolismo energético ampliamente reportadas, por lo que nosotros sugerimos el uso

de este compuesto, para disminuir la neurotoxicidad causada por el QUIN.

Objetivo. Evaluar el efecto de la L-Carnitina sobre 2 marcadores de neurotoxicidad
(conducta rotatoria y inmunoreactividad contra GFAP), causada por la infusion estriatal
de QUIN.

Métodos. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (HsdBrlHan: WIST), las cuales
fueron tratadas con L-carnitina (100 mg/kg) 1 hora antes de la infusién intraestriatal
con QUIN (240 nmol/uL), seis dias después de la administracion de QUIN, fue
evaluada la conducta de rotacién, inducida por apomorfina (APO) durante una hora,
las ratas se prefundieron, para posteriormente extraer el cerebro completo, y realizarle
una prueba de inmunoreactividad contra Proteina glial fibrilar acidica (GFAP).

Resultados. En los animales tratados solo con QUIN, aumenté la conducta de
rotacion, asi como las células inmunoreactivas contra GFAP, comparado con el
control; mientras que en los animales pretratados con L- Carnitina disminuyeron estos
patrones de neurotoxicidad, asi mismo en estos animales se presenta una mayor

preservacion celular que aquellos tratados solo con QUIN.

Conclusiones. Los resultados anteriores sugieren que la L-Carnitina, disminuye la
conducta rotatoria y la inmunoreactividad contra GFAP, debido a sus propiedades
antioxidantes y/o energéticas ante el dafio neuronal causado por la infusiéon estriatal
de QUIN.



3. INTRODUCCION

3.1 Anatomia del Sistema nervioso central
Este sistema esta compuesto por células que pueden ser divididas en 2 categorias

amplias: células nerviosas o neuronas y distintas células de sostén. Las primeras
estan especializadas en el sefalamiento eléctrico sin embargo, y las segundas
consisten principalmente en las células neurogliales. Es rica diversidad funcional y la
capacidad de las células nerviosas para formar los circuitos, de los cuales dependen
finalmente la sensibilidad, la percepcién y el comportamiento.

Las células de la glia, son muy diferentes a las nerviosas, ya que no participan en el
sefalamiento eléctrico, aunque algunas de sus funciones de sostén pueden ayudar a
mantener las capacidades de senalamiento de las neuronas.

Existen en el SNC tres tipos de células gliales:

-Los astrocitos: los cuales su funcion principal es mantener, de diferentes maneras, un
medio quimico apropiado para el sefialamiento neuronal.

-Los oligodendrocitos, los cuales son importantes sobre la velocidad de conduccion del
potencial de accién.

-Las células de la microglia: esta prolifera luego de una lesién del sistema nervioso y
ayuda presumiblemente, a reparar el dafo neuronal.

Por lo general, se considera que el sistema nervioso central incluye siete partes
béasicas:

La medula espinal, el bulbo raquideo, la protuberancia, el cerebelo, el mesencéfalo, el

diencéfalo y los hemisferios cerebrales.

Hemisferio
cerebral
Encéfalo

anterior Tdlamo
Diencéfalo Hipo-
tilamo (@

Mesen-
céfalo
Tronco encefdlico< Protul

Bulbo raquideo

Cerebelo
Médula espinal

Fig.1 Vista mediosagital del encéfalo adulto que muestra las principales divisiones del SNC.
Toda la superficie plegada de los hemisferios comprende una cascara laminada de

neuronas y células de sostén de unos 2 mm de espesor denominada corteza cerebral



Algunas estructuras clave se ubican méas profundamente en los hemisferios. Las méas
grandes son los ganglios basales. Las neuronas de estos nlcleos grandes reciben
aferencias de la corteza cerebral y participan en la organizaciéon y la guia de las
funciones motoras complejas. Los ganglios basales incluyen tres subestructuras
principales: el caudado, el putamen y el globo palido. El caudado y el putamen son
muy similares en sus caracteristicas estructurales y funcionales y se denominan, en

conjunto, estriado.

Complejo VA/VL
del tdlamo

Corteza motora
primaria

Nuiicleo
caudado

Putamen

Globo
palido,
segmentos Nicleos
externo e subtalamicos
interno

Fig.2 Corte coronal que muestra los componentes de los ganglios basales. También estan
indicados los nucleos talamicos ventroanterior y ventrolateral (complejo VA/VL). Estos nucleos
talamicos son los blancos de los ganglios basales, que transmiten los efectos moduladores de
los ganglios basales hacia la corteza

3.2 Enfermedad de Huntington
3.2.1 Antecedentes

En 1872, George Huntington (1850-1916) hizo la primera descripcién clinica
completa y clara de una enfermedad familiar, cuyos pacientes habia estudiado, junto
con su abuelo y a su padre, en Long Island, Nueva York. La Enfermedad de
Huntington (EH) afecta a todas las razas, con una incidencia de 4-7/100,000
habitantes en los paises occidentales, siendo mucho mas baja en individuos de raza
negra, orientales y finlandeses (Martinez y Rabano, 2002). Aunque su edad media de
manifestacion se sitla alrededor de los 40 afios, se puede presentar desde la infancia
y hasta la vejez (Martinez y Rabano , 2002).

Se hereda con caracter autosémico dominante debido a una mutacién en el gen de
la huntingtina (Htt), proteina de funcién adn desconocida, pero que se sabe que en su
forma mutada es responsable de alteraciones en algunos componentes del
citoesqueleto, afectando asi el transporte axonal y conduciendo a muerte celular. La



mutacién consiste en un aumento en el nimero de tripletes de CAG (Citosina-adenina-
guanina) que codifican para una secuencia de poliglutamina en la region N—terminal de
la Htt. El gen silvestre para la Htt ubicado en el brazo corto del cromosoma 4 contiene
entre 9 y 35 copias de CAG, mientras que en el gen causante de la enfermedad, el
namero de repeticiones de tripletes es superior a 40; es decir, cuanto mayor es el
numero de repeticiones de CAG, mas temprano se manifiesta la patologia, llevando un
curso clinico mas grave y las alteraciones neuropatologias son mas severas (Martinez
y Rabano , 2002).

La EH es un proceso neurodegenerativo en el cual los pacientes experimentan
movimientos coréicos involuntarios, asi como transtornos de caracter progresivos y
demencia. Conforme la enfermedad va progresando, la corea cambia a rigidez,
bradicinesia y distonia, aunque el patron y progresiéon de la sintomatologia puede
variar entre pacientes (Alexi et al., 2000). También se presentan cambios en la
personalidad acompafados de fallas de memoria y deterioro de las capacidades
intelectuales. En un inicio la enfermedad se manifiesta como espasmos musculares
leves, falta de coordinacién y algunas veces con cambios en la personalidad. A
medida que la enfermedad progresa el deterioro intelectual produce alteraciones en el
habla y la memoria.

Con el tiempo, la pérdida de células nerviosas en varias regiones del cerebro hace
que el paciente con enfermedad de Huntington presente mayor incapacidad y dificultad
para valerse por si mismo. Aun cuando la enfermedad no es mortal, la condicién de
debilidad del paciente produce complicaciones como neumonia, problemas cardiacos

o infecciones que eventualmente llevan a la muerte.

Se cree que en México existen alrededor de 8000 personas con enfermedad de
Huntington. Las estadisticas exactas son dificiles de obtener no sélo porque en
nuestro pais no se cuenta con la infraestructura para llevar a cabo censos en este tipo
de enfermedades sino porque la enfermedad es dificil de diagnosticar y muchas
personas optan por esconder a sus familiares con EH.

3.2.2 Patologia de EH

El marcador fisiopatolégico de la EH por excelencia es la atrofia severa del
neoestriado, el cual marca una pérdida neuronal considerable, mientras que regiones
como la corteza cerebral y el hipotdlamo también pueden mostrar pérdida neuronal,
pero en menor grado (Kumar, 2004). El proceso de astrocitosis en el estriado es otra



observacién distintiva, con pequefnas astrocitosis asociadas a pérdida neuronal fuera
del estriado. La atrofia incrementada puede redundar en la visiébn de un cerebro mas
pequerio de lo normal (Alexi et al., 2000).

Las alteraciones neuroquimicas en la EH, en particular en el caudado-putamen,
incluyen la disminucion en los niveles de GABA, substancia P, encefalina y colina
acetiltransferasa, asi como un incremento en los niveles de somatostatina,
neuropeptido Y, neurotensina y serotonina, mientras que la dopamina se mantiene sin
cambios. A nivel morfolégico, la EH estd caracterizada por una disminucién de
neuronas que contienen NADPH-diaforasa, parvalbumina y acetilcolinesterasa
(Santamaria y Jiménez, 2005).

Una de las hipétesis de la degeneracion en la EH es la “hipétesis excitotoxica”, la
cual estipula que la activacion excesiva de receptores a glutamato puede provocar
incremento de glutamato liberado por aferentes corticales, reduccién en la recaptura
del mismo transmisor por la glia, e hipersensibilidad de receptores postsinapticos a
glutamato en proyecciones neuronales estriatales. Esto cursaria con sefalizacién
patologica posterior a la activacién a receptores glutamatérgicos producidas por la
homeostasis alterada de calcio intracelular y disfuncién mitocondrial, que puede dar
lugar a la muerte celular de neuronas espinosas estriatales medianas (MSNs) (Fan y
Raymond, 2006).

Agrandamiento
de ventriculos
laterales

Degeneracidn
cortical 1

Fig. 3 Corte coronal cerebral mostrando los efectos de EH

3.2.3 Modelos experimentales de EH

Se han investigado diferentes modelos animales que semejan algunas
caracteristicas neuroquimicas e histopatolégicas de la EH. Los modelos

farmacologicos mas relevantes de esta enfermedad incluyen inyecciones



intraestriatales (ganglios basales del SNC) y/o sistémicas de analogos del glutamato
como son: acido kainico (KA), acido iboténico (lA), acido quinolinico (QUIN) y acido 3-
nitropropiénico (3-NP) a roedores y primates no humanos. Tanto el KA como el IA
producen degeneracion de neuronas estriatales y reduccion de la glutamato
descarboxilasa (GAD) y la colina acetiltransferasa (CAT), aunque estas toxinas no son
capaces de reproducir otros factores histopatologicos y neuroquimicos especificos de
la EH. En el caso del 3-NP, esta toxina produce atrofia estriatal y mimetiza algunas
caracteristicas histopatolégicas y neuroquimicas de la EH. Sin embargo, en contraste
con el QUIN, el 3-NP no es una toxina endégena y no reproduce selectivamente varios
factores bioquimicos de la EH, como lo hace el QUIN. Una ventaja de esta dltima
toxina como modelo de la EH es su implicacion directa como un factor causal potencial
de la enfermedad, debido a su naturaleza endégena (Santamaria y Jiménez ,2005)

En la siguiente tabla se presentan, de manera comparativa, algunas de las
alteraciones neuroquimicas selectivas del QUIN, de otros modelos experimentales de

la EH y de la misma enfermedad.

Neuropatologia HD KA/IA- QA/NMDA 3-NP/MA
GAD/GABA
CAT

Encefalina

v
v
v
{;

Paralbumina

“— — — —

Gliosis

> — — — —

v

v

_ v
Substancia P #
v

t ) t

Tabla 1. Neuropatologia estriatal en cerebros post mortem de pacientes humanos (HD) con EH

y diferentes modelos animales de la enfermedad (Tomado de Alexi et al., 2000). NMDA = N-
metil-D-aspartato; MA = Malonato.

Existe otro modelo de la EH basado en alteraciones moleculares a través de
repeticiones del trinucledtido CAG en ratones mutantes. Esta alteracion ha permitido
la creacion de modelos de ratones transgénicos para la EH, entre los cuales, las lineas
R6/0, R6/1, R6/2 y R6/5 difieren uno del otro en el numero de repeticiones de CAG
(Santamaria y Jimenez, 2005). Lamentablemente, ain cuando poseen parte del genoma
humano aberrante, estos ratones no han sido capaces de reproducir fielmente las
alteraciones neuroquimicas, morfolégicas y conductuales de la enfermedad.



3.3 Modelo con acido quinolinico
3.3.1 Acido quinolinico

El &cido quinolinico (4acido 2,3-piridin dicarboxilico o QUIN) es un metabolito
enddgeno del L-triptofano producido por enzimas del ciclo de las kinureninas, las
cuales son producidas en el cerebro por células gliales en condiciones normales, o por
macréfagos bajo condiciones patolégicas (inflamacion e infeccion). En tejidos
periféricos, la via esta presente en el higado y el riidn.

El QUIN es un intermediario en la sintesis de co-factores esenciales como el 4cido
nicotinico y la nicotinamina adeninin dinucleétido (NAD*). A continuacién se presenta

una forma esquematizada de la via de la kinurenina.

COOH

Triptofano

Indolamina-2, Triptofana

d-clioxigenasa’ W g, xigenasa (TDO)

{IDO) i
. me/“mw
“"""']\H -'CHO
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formanudasa
? COOH OH
M Kimrenina aminotransferasa R C Ok
Kinurenina _ (KAT) Bcido knurénico
Kinurenina hidrozxilasa
ﬁ f‘)OH
T |
—_— =l
T TNH N T CooH
OH OH
3-hidroxikinurerina Arido Xanturénico
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) _COOH

i [ | e
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Fig 4. Via de la kinurenina



3.3.2 Neurotoxicidad

Hasta 1981, se creia que el QUIN era un metabolito fisiolégico inactivo del triptofano;
su potencial fisiolégico y farmacolégico fue reconocido con el descubrimiento de que el
QUIN es capaz de activar selectivamente la subpoblacion de receptores
glutamatérgicos sensibles a NMDA (Stone y Perkins, 1981). Asi, ahora se sabe que el
QUIN es un agonista de receptores a glutamato y que en altas concentraciones, o
después de una larga exposicion a concentracion moderadas, es neurotéxico. El
patron de dafo evocado por el QUIN en SNC se ajusta a la hipotesis de
excitotoxicidad, en la cual la sobre-estimulacion de receptores glutamatérgicos
contribuyen al dafo y muerte neuronal (Olney, 1969). La poblacion de NMDAr
(receptores NMDA) atrajo su maxima atencién cuando se descubrié que su activacion
esta asociada a un incremento sustancial en el flujo de calcio en neuronas blanco. A
su vez, el calcio esta intimamente involucrado con la excitotoxicidad, dado que la
entrada de estos iones lleva a una serie de eventos de dafo neuronal. EI QUIN, un
compuesto enddgeno capaz de activar selectivamente a los NMDAr, es de gran interés
debido a su posible participacién en la generacion de diferentes estados patoldgicos
en el SNC a través del incremento en la conductancia para calcio. Esta toxina
interactua especificamente con los subtipos NR2B de los NMDAr (De Carvalho et al.,
1996), los cuales se encuentran distribuidos en hipocampo, estriado y la capa externa
de la corteza cerebral (Nakanishi, 1992). Ademas, el QUIN esta involucrado en
diferentes procesos fisioldgicos y patolégicos también durante el desarrollo cerebral
(Hunt y Patel, 1990). Se sabe que a bajas concentraciones, el QUIN puede proteger a
las neuronas contra la toxicidad del glutamato (Sei et al., 1998); sin embargo,
exposiciones prolongadas de estructuras corticoestriatales a concentraciones
submicromolares de QUIN conducen invariablemente a la muerte neuronal (Whetsell y
Schwarcz, 1989).

El QUIN vy otras kinureninas estan involucrados en la patogénesis de la
neurodegeneracién, procesos infecciosos e inflamatorios (Stone, 2001). El QUIN ha
demostrado producir una gran variedad de eventos téxicos en el estriado cuando es
administrado a animales experimentales. Entre dichos efectos se puede citar la
disminucién del neurotransmisor GABA, el aumento excesivo de Ca®* citosodlico, el
agotamiento de ATP, el estrés oxidativo y la muerte neuronal. (Santamaria y Jiménez,
2005)



3.3.3 Alteraciones conductuales

En cuanto a la parte conductual, Sanberg y colaboradores (1989) estudiaron las
anormalidades motoras en animales administrados con diferentes dosis de QUIN y
observaron que la inyeccion bilateral de la toxina (75 nmoles) no tenia efectos
significativos en la locomocién. Por el contrario, 150 y 225 nmoles de la toxina
indujeron hiperactividad y pérdida de peso, mientras que 300 nmoles son letales para
el animal. Teniendo en cuenta los estudios previos de Schwarcz y colaboradores
(1983), donde se demostré que después de la lesion estriatal con QUIN (150 nmol)
hay una marcada disminucién en la actividad de la CAT y la GAD, y que la
inmunoreactividad a GABA sélo disminuyé después de las 75 nmoles de QUIN (Beal
et al., 1986), se establecié la compleja relacién entre la dosis de QUIN, el tiempo post-
lesion y la respuesta conductual.

Recientemente, Shear y colaboradores (1998) compararon los efectos de las
inyecciones intraestriatales de QUIN y del 3-NP (toxina mitocondrial) en ratas. Se
encontro que ambas toxinas causan un incremento en los niveles de la actividad a las
dos semanas de la lesion, pero sélo el QUIN es capaz de producir hiperactividad a las
cuatro semanas post-lesion. Las ratas tratadas con 3-NP, pero no con QUIN,
mostraron rigidez progresiva, aunque ambas toxinas son capaces de afectar el
aprendizaje. Por otra parte, un estudio en primates no humanos reveld que los
animales tratados con QUIN presentan hiperactividad nocturna, asi como una postura
anormal, ademas de que en la prueba de recuperacion de objetos, éstos animales
presentaron deterioro en las respuestas consideradas de éxito (Rioitberg et al., 2002).
La infusién crénica de QUIN en el estriado de rata induce ademas déficit de
aprendizaje espacial en el laberinto acuatico radial, llevando a los autores a proponer
que el aumento crénico de QUIN puede inducir déficit conductual y motor similar al
observado en la enfermedad de Huntington (Susel et al., 1991).

Todos estos datos sugieren que el QUIN mimetiza los estadios tempranos de
alteraciones motoras de la enfermedad de Huntington, mientras que la inyeccion
intraestriatal de 3-NP mimetiza los estadios tempranos y tardios de dicha enfermedad.
Asi mismo, se ha reportado conducta rotatoria 6 dias después de una infusion de
QUIN en el estriado, y con el tratamiento con apomorfina (APO), un conocido
agonista de receptores dopaminérgicos (Santamaria et al., 1996). La interpretacion de
dicha conducta radica en al paso de unos dias de una lesion estriatal unilateral por
QUIN, provoca una significativa muerte de neuronas GABAérgicas con un gran
contenido de receptores dopaminérgicos, lo cual, al verse sometido a la estimulacién
dopaminérgica por APO, se produce un desbalance en dicha estimulacién entre el lado



lesionado y el no lesionado, que a su vez genera la conducta de rotacién (Schwarcz et
al., 1979).

3.3.4 Alteraciones morfologicas

La infusion de QUIN en el estriado de las ratas resulta en lesiones de tipo “axén
preservado”, con un marcado hinchamiento de dendritas, vacuolizacion y pérdida de la
estructura celular en sitios post-sinapticos, pero con preservacion de axones y
terminales pre-sinapticas (Schwarcz y Kéhler, 1983). Adicionalmente, Portera-Cailliau
y colaboradores (1997) estudiaron la morfologia ultraestructural que conlleva a la
activacion de NMDAr y receptores no-NMDA, a través de las inyecciones
intraestriatales de QUIN y KA, respectivamente. Estos autores encontraron en SNC,
que la neurotoxicidad aguda del QUIN es bloqueada por el pretramiento con MK-801,
mientras que la neurotoxicidad del KA no se altera por este pretratamiento. También
encontraron que las neuronas dafiadas con el KA tienden a encogerse y a formar
circulos de cromatina que son caracteristicos de la morfologia apoptética. En
contraste, las neuronas dafadas con QUIN se hinchan y se lisan, lo cual es
caracteristico de los procesos necréticos. Mas aun, el QUIN inyectado a una dosis de
60 nmoles, induj6 dos tipos distintos de morfologias neuronales a las 6 horas
posteriores a la lesién: algunas neuronas tienen cuerpos celulares oscuros y de forma
delgada con numerosas vacualizaciones citoplasmaticas, mientras que otras se ven
hinchadas, con pocas pero largas vacuolas citoplasmaticas y un nicleo rodeado con
grupos extensivos de cromatina. A las 12 horas de la inyeccion con QUIN, la lesién
progresa a una fase de desintegracion de la membrana y completa disolucion de la
matriz citoplasmatica. Las neuronas medianas del estriado que son afectadas por el
QUIN revelan la secuencia temporal de cambios citoplasmaticos, nucleares y
neurofibrilares. En dicho estudio también se observé que el QUIN muestra
acumulacién de vacuolas desde los primeros 15 minutos post-inyeccion, y que estas
llegan a la cumbre a las 6 hrs. En tiempos cortos, el reticulo endoplasmico rugoso fue
dispersado y la mitocondria presenté evidencia de hinchamiento, vacuolizacién vy lisis.
En las neuronas espinosas medianas, la desintegracién de las membranas
plasmaticas y nucleares produjé en la dispersién de los contenidos neuronales. Las
vacuolas largas de neuronas circundantes se manifestaron de 2 a 6 horas post-lesion,
asi como también el correspondiente hinchamiento de astrocitos. Con la destruccién
de las membranas plasmaticas neuronales y astrogliales, se fusionaron las vacuolas y
se formaron largos espacios alrededor de los remanentes nucleares, llevando a la

conclusién de que el QUIN genera muerte de neuronas en un patrén no apoptotico de



condensacién de cromatina y destruccion temprana de organelos citoplasmaticos. Si
bien, parte de estas alteraciones han sido interpretadas como resultado de los
procesos excitotdxicos inducidos por el QUIN, la formacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO) por efecto de esta toxina se ha constituido recientemente como un
posible factor causal de dafo neuronal en el mismo modelo, a través del estrés
oxidativo. Adicionalmente, el dafio neuronal y sinaptico iniciado por la activacion de la
microglia y mediado por el QUIN conduce eventualmente a la muerte apoptoética de
oligodendrocitos y microglia, junto con la pérdida de positividad a GFAP de astrocitos
(Réh y Sievers, et al. ,2007). La inmunoreactividad contra GFAP es un marcador de
astrogliosis y activacién astrocitica, ya que estos eventos son caracterizados por una
sintesis rapida de GFAP,en situaciones severas de dafio cerebral ya sea por el
resultado de un trauma, enfermedad, desorden genético, insulto quimico, ya que los
astorocitos estan envueltos en la supervivencia y regeneracién neuronal (Tramontina
et al., 2007).

3.4 Excitoxicidad

La excitotoxicidad neuronal involucra una elevacion fisiolégica de las
concentraciones de calcio intracelular en respuesta a una sobre-exposicion de las
células a la accién de los amino&cidos excitadores, tales como el Glu y el aspartato.
Un disturbio en el influjo de calcio a través de NMDAr puede potenciar vias
metabdlicas letales que involucran enzimas degradativas (proteina cinasas,
fosfolipasas, sintasas de o&xido nitrico, proteasas, endonucleasas, etc.), dafio
mitocondrial e incremento en la formacién de radicales libres (Rami y Krieglstein,
1997), llevando asi a la célula a una muerte apoptoética y/o necrotica. Estos
mecanismos estan involucrados tanto en desérdenes neurodegenerativos agudos

(trauma) como cronicos (enfermedades de Alzheimer y Huntington) (Siesjo, 1981).

3.5 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se refiere a un desbalance entre la produccion de ERO y
defensas antioxidantes enddgenas (Halliwell, 1999). Actualmente, el estrés oxidativo
constituye una fuente continua de investigacion que involucra diferentes patologias del
SNC y modelos de toxicidad como el producido por el QUIN.



3.5.1 Especies reactivas del oxigeno

Un radical libre es una especie quimica que puede existir independientemente y
contiene uno a mas electrones desapareados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos.
La presencia de electrones desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo
o de una molécula y la hace generalmente mas reactiva que su correspondiente “no
radical’. La mayoria de los radicales libres de interés son los derivados del oxigeno
(Zentella y Saldafa, 1996), ya que éste es la molécula mas abundante en un sistema
biol6égico. Las ERO son intermediarios toxicos predominantes y estdn cominmente
involucrados en el estrés oxidativo (Kehrer, 2000). En la siguiente tabla se muestran
una lista parcial de las ERO:

RADICALES NO RADICALES

Anion superéxido (O,") Peréxido de hidrogeno (H.O5)
Radical hidroxilo (*OH ) Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (*OOR) Ozono (Os)

Radical perhidroxilo (*OOH) Oxigeno singulete ('0,)
Radical alcoxilo (+OR)

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno.

Las ERO son continuamente producidas durante eventos fisiologicos, pero pueden
iniciar facilmente la peroxidacion de lipidos en membrana, llevando asi a la
acumulacion de peréxidos lipidicos. Las ERO incluyen radicales libres como el anién
superoxido (Oy), radical hidroxilo (OH’), y especies no radicales como el H,O; y
oxigeno singulete (O,), u otras formas de oxigeno activado. Estas moléculas son
factores que exacerban el dano celular y procesos de envejecimiento (Halliwell y
Gutteridge, 1989).

Generalmente las ERO son removidas por mecanismos de defensa antioxidante.
Asi, existe un balance entre la generacion de ERO y su inactivacién por sistemas
antioxidantes en los organismos. Sin embargo, bajo condiciones patolégicas como
diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios, Alzheimer, Parkinson, entre otros
las ERO son sobreproducidas y llevan invariablemente a estrés oxidativo (Ramos et
al., 2006).




3.6 Agentes Antioxidantes

Los antioxidantes pueden proteger al cuerpo de los radicales libres y de los efectos
de las ERO, asi como coadyuvar al retraso progresivo de varias enfermedades

crénico-degenerativas, y de mecanismos como la peroxidacion lipidica.

De manera general, los antioxidantes se clasifican en dos tipos: endégenos y
exégenos - aquellos derivados de la dieta. El organismo posee su propia capacidad
antioxidante, que puede derivar de fuentes enzimaticas y no enzimdticas. Entre las
primeras, son esencialmente 3 enzimas antioxidantes endégenas: la superoxido
dismutasa (SOD), la glutatién peroxidasa (GPX) y la catalasa (CAT). Entre los
antioxidantes no enzimaticos estan el glutation (GSH), el acido lipéico (LA), L-carnitina
(L-CAR), la melatonina, la deshidroepiandrosterona (DHEA), y otros productos
diversos de reacciones catalizadas por enzimas que son controladas en respuesta al
estrés oxidativo (Zana et al., 2007).

La suplementaciéon con antioxidantes exdgenos juega un papel importante en el
tratamiento, o al menos en el retraso de la progresion de las enfermedades,
particularmente compensando la disminucion en el nivel de los antioxidantes
endogenos y en el suministro de antioxidantes que no son sintetizados por los
humanos. (Zana et al., 2007)

Los antioxidantes, al conjugarse con el radical libre, le ceden un electrén,
oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre no téxico, que en algunos
casos puede reconstituirse a su forma original por la accién de otros antioxidantes.
Obviamente, no todos los antioxidantes actian de esta manera; los llamados
enzimaticos catalizan o aceleran reducciones quimicas que utilizan sustratos que a su
vez funcionan con ellos. Cada antioxidante posee afinidad hacia un determinado
radical libre o hacia varios. (Zana et al., 2007)

Por otra parte, entre otros antioxidantes no enzimaticos (a los cuales se les llama
atrapadores de radicales) podemos citar algunos como la glicina, la taurina y el
tripéptido glutatién. En condiciones fisioldégicas, estos mecanismos de defensa
mantienen baja concentracion de radicales en la célula, que a su vez mantiene una
actividad muy precisa y regulada; de aqui que el equilibrio entre la producciéon de ERO
y las defensas antioxidantes determinen el grado de estrés oxidativo.( Ramos et al.,
2006).



De manera general, los antioxidantes pueden actuar de las siguientes formas:
e Al disminuir la concentracion de pro-oxidantes.
e Al evitar la iniciacién de la reaccién en cadena, al atrapar a los radicales que se
forman.
e Al unirse a iones metalicos para evitar la formacién de ERO.
e Al transformar los perdxidos en productos menos reactivos.

e Al detener la propagacion y aumento de radicales.

3.7 L-Carnitina

El acido 4-N-trimetilamonio-3-hidroxibutirico - también conocido como L-carnitina - es
una amina cuaternaria sintetizada a partir del aminoacido lisina. Cerca del 75 % de las
reservas corporales de carnitina provienen de la dieta: carne roja en adultos y leche en
lactantes. En el hombre, el 25 % de la carnitina es sintetizada por el rifén e higado a
partir de su precursor inmediato, la gama-butirobetaina. La concentracion total de
carnitina es mayor en corazén y en musculo esquelético que en el higado y rifidn,
mostrando asi el mayor grado de metabolismo oxidativo de acidos grasos en musculo
y corazon (Arenas et al., 1998).
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Fig 5. Estructura de la L-carnitina

L-carnitina juega papeles fisioldgicos importantes, transportando acidos grasos de
cadena larga, cruzando la membrana interna para la B-oxidacion y para la produccién
de ATP en tejidos periféricos. La L-carnitina juega su mayor papel como un cofactor en
el transporte de acidos grasos libres del citosol a la mitocondria, transportando acetil-
CoA dentro del citoplasma durante la movilizacion de acetil-L-carnitina fuera de la
mitocondria. A pesar del bajo nivel de B-oxidacién en el cerebro, la L-carnitina es
transportada activamente a través de la barrera hematoencefdlica, y se acumula en
células neuronales (Goméz et al., 2006). Asi mismo, la L-carnitina es un cofactor
importante de oxidacion peroxisomal, especialmente para acidos grasos de cadena
larga (C,>C,,), debido a la localizacion de una acetiliransferasa de carnitina,
acetiltransferasas de la matriz y citosol, y carnitina-acilcarnitina translocasa en

peroxisomas (Giilcin, 2006).



Los roles fisiolégicos de la L-carnitina son:

e Oxidaciéon mitocondrial de acidos grasos de cadena larga,

e Activacion de glucdlisis aerobica: estimulacion del complejo piruvato
deshidrogenada

e Aumento de la funcién de la cadena respiratoria

e Modulacién de la pareja mitocondrial acil CoA/CoA

e Sistema atrapador de grupos acilos

e Oxidacion peroxisomal de acidos grasos; comunicacion intracelular

e Metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada

e Estabilizacion membranal

e Donador de grupos acetilo para biosintesis

¢ Actividad antioxidante

3.7.1 Propiedades antioxidantes y precursoras del metabodlismo
energético de la L-carnitina

La L-carnitina previene el estrés oxidativo, regula el 6xido nitrico y la respiracion
celular, asi como la actividad de enzimas involucradas en la defensa contra el dafo
oxidativo (Goméz et al.,, 2006). Es un potente atrapador de ERO en tejido de
mamiferos (Kalaiselvi y Panneerselvam, 1998). También se ha reportado que la L-
carnitina previene la toxicidad inducida por Glu y KA en cultivos de células neuronales
(Tastekin et al., 2006).

Una funciéon extremamente importante de la L-carnitina es el transporte membranal
de acidos carboxilicos que han sido activados a nivel de CoA, confiriéndole asi a esta
molécula la habilidad de transportador, y facilitando la liberacion de nuevo sustrato,
eliminando toxinas, atrapando compuestos acetilados de origen endégeno y exdégeno
(protegiendo de una acidosis metabdlica), y favoreciendo el transporte de alta energia
desde una localizacién subcelular o celular a otra (Bayés et al., 2001).

La conversion de L-carnitina a acetil-L-carnitina por la acetil-CoA en el SNC habilita
capacidad de remover grupos acetilos de la mitocondria al citoplasma, y por lo tanto,
provee sustrato para la sintesis de acetilcolina. La L-carnitina también aumenta el
metabolismo de la glucosa y la oxidacién de carbohidratos como consecuencia del
control de la piruvato deshidrogenasa inhibida por los grupos acetilos (Binienda et
al.,1996).



Adicionalmente, la L-carnitina preserva las funciones mitocondriales en varias células,
tanto in vitro como in vivo (Hino et al., 2005), al tiempo que disminuye el decaimiento
en la funcién mitocondrial dependiente de la edad, incluyendo en este proceso la
restauracion del potencial de membrana, el contenido de cardiolipina, el consumo
metabdlico de oxigeno y la oxidacién de acidos graso. Todo lo anterior permite sugerir
a la L-carnitina como un buen precursor y modulador del metabolismo energético
celular, y como una herramienta de interés y alto potencial terapéutico en la
modulacion del estrés oxidativo y déficit energético en modelos de dafo neuronal que
involucren alteracion en la funciéon mitocondrial , tales como el Parkinson, Alzheimer,
etc. (Wang et al., 2007).



4. HIPOTESIS

Debido a las propiedades antioxidantes y precursoras del metabolismo energético
ampliamente reportadas para la L-carnitina disminuira la toxicidad evocada por la
infusion de QUIN en el estriado de ratas, la cual se observard como una disminucion
de la conducta de rotacién y de la expresion de GFAP.
5. OBJETIVOS

General

e Evaluar el efecto de una administracion sistémica de L-carnitina sobre dos
marcadores de neurotoxicidad inducidos por el QUIN en ratas

Particulares

o Monitorear el efecto de la L-carnitina sobre la conducta de rotacion, en el
modelo neurotoxico de EH provocado por el QUIN

e Evidenciar y cuantificar el efecto de la L-carnitina sobre la incrementada
reactividad contra GFAP provocada por la infusion de QUIN estriatal como

marcador de dafo neuronal



6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Sujetos de experimentacion

Para realizar esta investigacion, se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (280-

320 g) del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Los animales

se mantuvieron en condiciones ambientales estandar (temperatura constante de

25 °C, con ciclos de luz normal de 12 horas y con libre acceso a comida y agua).

6.2 Materiales y reactivos

L-carnitina

Acido quinolinico

Apomorfina

Pentobarbital sddico de uso veterinario
Solucion salina isoténica (0.9 % NaCl)
Buffer fosfatos a pH 7.4 (PBS)
Parafina

Alcohol absoluto G.R.
Paraformaldehido G.R.

Xilenos G.R.

Kit de DAKO contra GFAP

Aparato estereotaxico

Micrétomo rotatorio 820 HistoSTAT
Microscopio de luz (Leica DMLS Galen Ill) con una camara digital a color
(SSC-DC14) acoplada

Se utiliz6 agua destilada para la preparacion de soluciones y reactivos.



6.3 Métodos
6.3.1 Pretratamiento con L-carnitina e inyeccion intraestriatal con QUIN

Se disenaron 4 grupos experimentales de seis animales cada uno:
1) S.S.1. intraperitoneal (i.p.) + S.S.l intraestriatal (i.e.)

2) L-carnitina intraperitoneal (i.p.) + S.S.l intraestriatal (i.e.)

3) S.S.1. intraperitoneal (i.p.) + QUIN intraestriatal (i.e.)

4) L-carnitina intraperitoneal (i.p.) + QUIN intraestriatal (i.e.)

La solucién intraperitoneal fue administrada una hora antes de la inyeccién
intraestriatal. La concentracién de la soluciéon de L-carnitina administrada fue de 100
mg/kg, en una concentracion de (60mg/mL) de peso de animal. Transcurrida 1 hora
de la administracion intraperitoneal, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sédico (50 mg/Kg de peso del animal) y posteriormente inyectadas unilateral y
estereotaxicamente (coordenadas de acuerdo al Atlas estereotaxico de cerebro de rata
de Paxinos y Watson, 1984) en el estriado derecho con S.S.I. (0.9 % NaCl) 6 QUIN
(240 nmol/uL), de acuerdo al grupo experimental.

6.3.2 Medicion de conducta de rotacion

Seis dias después de la lesién estriatal se administré6 apomorfina (APO) a todos los
animales en una dosis de 2.5 mg/Kg, en una concentraciéon de (1.25mg/mL) . de peso
via subcutanea (s.c.); cada animal se mantuvo de forma individual en una caja de
acrilico para su observacién. Cinco minutos después de la administracion de APO, se
registré el nimero total de giros ipsilaterales (en sentido del hemisferio lesionado, lado
derecho) de cada animal durante 60 min. Cada rotacion se define como un giro
completo de 360° sobre sus patas traseras.

6.3.3 Perfusiéon y obtencion de cerebro completo

Después de haber medido la conducta rotacional, las ratas fueron anestesiadas con
eter, para posteriormente ser perfundidas via intracardiaca, primero con S.S.. +
heparina, y después con una solucién de paraformaldehido (4 %). Posteriormente, se
extrajeron los cerebros completos de cada animal, los cuales se conservaron en una

solucién de paraformaldehido (4% en PBS, pH 7.4) para su posterior tratamiento.



6.3.4 Inclusién en parafina

A continuacién se detalla el método de inclusion:

1.-Sacar cerebros de paraformaldehido, colocarlos uno por uno dentro de las cajas de
lavado e identificarlos.
2.-Colocar los cerebros bajo el chorro de agua corriente por 15 min.
3.- Colocar las cajas de lavado con los cerebros durante una hora en agitacién
constante en cada uno de los reactivos, en el siguiente orden:

-Alcohol 70%

-Alcohol 80%

-Alcohol 96%

-Alcohol 96%

-Alcohol absoluto.

-Alcohol absoluto

-Alcohol — xilol (1:1)

-Alcohol - xilol (1:1)

-Xilol absoluto

-Xilol absoluto

-Parafina

-Parafina

4.- Al realizar el ultimo lavado, se procede a incluir los cerebros en parafina, sacando
los cerebros de la caja de lavado y colocandolos en moldes de plastico flexible,
cubriéndolos completamente con parafina.

5.- Dos dias después de haber colocado en parafina los cerebros, se realizan cortes
de 7 um para cada cerebro en el micrétomo rotatorio 820 HistoSTAT. Se colocan en
portaobjetos para su posterior uso en las pruebas inmunohistoquimicas.

6.3.5 Inmunohistoquimica contra GFAP

Para la prueba inmunohistoquimica contra GFAP, (Kit de DAKO, Dakocytomation,
Carpinteria, CA), a continuacién se describe el método:
1.-Colocar laminillas en xilol durante 30 min.
2.-Enjuagarlas con agua corriente.
3.-Colocar las laminillas en una solucién de citrato de sodio 10 mM y tritén al 10 %, en
bafno Maria y dejarlo hervir durante 30 min. Posteriormente, enfriar en agua fria por 10

min.



4 .-Enjuagar con PBS (pH 7.4).

5.-Colocar las laminillas en una solucion de H,O, durante 15 min.

6.-Enjuagar con PBS.

7.- Secar laminillas alrededor del corte, colocar sobre el corte albumina (2 %).

8.- Enjuagar con PBS.

9.-Incubar con anticuerpo primario (anticuerpo monoclonal que reconoce a GFAP,
DAKO, dilucién 1:100 con PBS) durante una noche en refrigeracion.

10.- Enjugar con PBS.

11.- Incubar con el anticuerpo secundario (anticuerpo de conejo conjugado con
peroxidasa de rabano rojo, Kit Dako).

12.-Enjuagar con PBS.

13.-Secar y agregar DAB (diaminobencidina, Kit DAKO), esperar un minuto hasta

observar el viraje de color rojo a café claro.

6.3.6 Tincion de laminillas y contraste de nucleos

Después del tratamiento con los anticuerpos se procede a:
1.- Lavar laminillas con agua corriente durante 5 min.
2.-Sumergir las laminillas durante 50 seg en Hematoxilina de Gill.
3.-Enjuagar con agua corriente 2 veces.
4.-Colocar laminillas en los siguientes reactivos:

-Alcohol de 96%, 2 enjuagues.
-Alcohol de 96%, por 3 min.
-Alcohol de absoluto por 3 min.
-Alcohol absoluto por 3 min.
-Xilol absoluto por 3 min.

-Xilol absoluto por 3 min

5.-Secar laminillas y colocar la resina; colocar cubreobjetos.

Al terminar, los cortes fueron observados al microscopio de luz (Leica DMLS Galen
[ll) con una camara digital a color (SSC-DC14) acoplada.



6.3.7 Conteo de células reactivas

Para el conteo de células inmunoreactivas para GFAP se considero un campo en un
aumento 40x de tres ratas por cada grupo. El area del campo analizado es de 4700
umZ, y todos los campos equidistantes a la zona de lesién a 371 um.

6.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico para datos conductuales y conteo de células inmunoreactivas
a GFAP se uso un software estadistico Sigma Stat ® (Version 2.0,1992-1997)
aplicando un ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey. Los valores de
p<0.05 se consideraron significativos. Los datos se expresaron como promedio =+ error
estandar medio (EEM)

6.5 Diagrama de flujo
A continuacién se describe de manera esquematica el procedimiento experimental
de este trabajo.

Formacion de 4 grupos de ratas Wistar macho
(280-320 g)

A 4
Inyeccién i.p. de S.S.I 6 L-carnitina (100
mg/kg)

y |hora

Microinyeccion intraestriatal de 1 puL de S.S.I
0 QUIN (240 nmol/ puL)

6 dias
A\ 4

Medicién de conducta de rotacién

A\ 4
Perfusién y obtencién de cerebro completo

y

Inclusién en parafina

Inmunohistoquimica
Contra G.F.A.P.

v

Tincién de laminillas

A 4

Conteo y observacion de
células inmunoreactivas.




7. RESULTADOS

7.1 Efecto de la L-carnitina sobre la conducta de rotacion inducida por
QUIN

En la Fig. 6 se muestra el efecto de la L-carnitina sobre la conducta rotatoria
inducida por el QUIN en animales lesionados estriatalmente. Observamos que el QUIN
aumenté significativamente la conducta de rotacién con respecto al control. Por su
parte, la L-carnitina sola no muestra cambios significativos con respecto al control,
mientras que la L-carnitina bloque6 totalmente la conducta rotatoria inducida por el
QUIN.

100- p <0.05

50—+

Conducta de rotacion
(no. de giros / 60min)

+p<0.05

0-
CONTROL L-CAR QUIN  QUIN + L-CAR

Fig.6 Efecto de la L-carnitina sobre la conducta rotacional inducida por el QUIN en ratas. Los animales se colocaron
individualmente en cajas de acrilico, y después de su habituacién se les administr6 APO (2.5 mg/kg, s.c.). Los giros se
midieron visualmente durante 60 min. Las columnas representan promedio + EEM para los 4 grupos (n=5). * denota
una diferencia significativa de p<0.05 vs. Control; + representa diferencia de vs. QUIN. ANOVA de una via p<0.001,
seguido de una prueba de Tukey p<0.05.



7.2 Efecto de la L-carnitina sobre la inmunoreactividad contra GFAP
inducida por el QUIN en cuerpo estriado

En la Fig. 7a. se presentan las micrografias correspondientes al estudio
inmunohistoquimico contra GFAP. Observamos una mayor reactividad contra GFAP
en el tejido tratado con QUIN respecto al control; también observamos que en el tejido
tratado con L-carnitina no hubo reaccién contra GFAP comparado con el control. La L-
carnitina disminuyé la reactividad inmunolégica evocada por la administracién
intraestriatal de QUIN, asi como una mayor conservacion de la citoarquitectura de

células neuronales.
Fig. 7a

. ' ‘ - l l . : n
Fig 7. a) Inmunoensayos contra proteina glial fibrilaracidica (GFAP) en cuerpo estriado de ratas administradas con -

carninina y QUIN, y b) conteo de células inmunoreactivas para GFAP. A) Control, B) L-carnitina, C) QUIN y D) QUIN +

L-carnitina



En la Fig 7.b. se muestra el analisis cuantitativo correspondiente a la
inmunoreactividad contra GFAP. Se confirma un mayor nimero de células reactivas a
GFAP en el grupo de QUIN con respecto al control; también se observa una diferencia
significativa en el grupo con QUIN comparado con el uso de L-carnitina + QUIN.
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Fig 7 b) se presenta el niumero de células por campo 40x. Las barras muestran promedio + EEM (n=3). * denota una
diferencia significativa de p<0.05 vs. Control; + representa diferencia de vs. QUIN. ANOVA de una via con p<0.002.,
seguido de una prueba de Tukey p<0.05.



8 DISCUSION

En este trabajo se observdé una notable proteccién de la L-carnitina sobre la
conducta de rotacién inducida por el QUIN en el modelo de la EH. Fue notable el
completo abatimiento de dicha conducta, lo que sugiere un mecanismo de prevencién
del dafno a nivel tisular del QUIN. Ya se ha reportado con anterioridad la conducta
rotatoria de animales después de una infusion de QUIN en el estriado al ser tratados
con APO (Santamaria et al., 1997). La conducta de rotacion en este y otros modelos,
se explica como el dafno a neuronas del estriado que son sensibles a diversos
patrones de toxicidad y que contienen GABA como principal neurotransmisor (90-95
%); asi, en nuestro modelo se ha confirmado por estudios histolégicos que la
disminucién en el contenido de GABA tras la infusion de QUIN se debe a la
destruccion selectiva de neuronas GABAérgicas, y no por el dano primario en su
sintesis o degradacién (Harris et al. ,1998). Este tipo de neuronas, a su vez, contiene
sitios de unién a dopamina - receptores D1 y D2 — los cuales, al morir la neurona
GABAérgica, también se afectan por la infusién de QUIN, provocando asi que haya un
desbalance quimico entre el lado lesionado y el lado intacto (Araujo y Hilt, 1997), lo
cual a su vez genera una actividad preferencial de receptores localizados en el lado
intacto, y una alteracién motora sensible a la administrar la APO, que siendo un tipico
agonista dopaminérgico (Schwarcz et al., 1979), excitarda mas el lado intacto que al
lesionado. Nosotros sugerimos que la conducta de rotacion se ve atenuada gracias a
las propiedades antioxidantes de la L-carnitiha y a su papel como precursor
energético, ya que esta molécula podria aumentar la sobreviviencia neuronal al
preservar sitios de uniéon a agonistas dopaminérgicos. Esto esta sustentado en el
hecho de que actualmente existen reportes en la literatura en los que se menciona que
la L-carnitina previene el estrés oxidativo, regula la funcién del éxido nitrico, modula la
respiracion celular y conserva la actividad de enzimas envueltas en la defensa contra
el dano oxidativo (Gomez et al, 2006), al tiempo que restaura funciones
mitocondriales y previene la peroxidacion lipidica asociada a la pérdida energética en
diferentes modelos experimentales (Binienda et al., 2006).

Adicionalmente, en este trabajo los resultados de inmunoreactividad contra GFAP
empleando L-carnitina como pretratamiento contra el QUIN reflejan una alta
preservacion celular y una baja produccién de la proteina glial fibrilar acidica por efecto
de este farmaco, asi como un menor nimero de células reactivas a GFAP



cuantificadas. En contraste, la infusion de QUIN sin L-carnitina generd un alto nimero
de células reactivas con una marcada disminucién de preservacién celular, lo que

indica de manera indirecta un alto grado de dafio neuronal provocado por esta toxina.

La GFAP es un marcador de astrogliosis reactiva y de activaciéon de astrocitos en
situaciones severas de dano cerebral, y corresponde a un fenémeno comun visto en
varios estados neuropatolégicos en el SNC (Tramontina, 2007). Este proceso esta
caracterizado por la sintesis rapida de GFAP y su consecuente inmunoreactividad
(Eng et al., 2000). En los modelos experimentales que inducen neurodegeneracion, la
la activacion de la migroglia esta comuUnmente asociada a un aumento en el nimero
de células astrogliales reactivas (Rohl et al., 2007), lo cual puede estar sugiriendo que,
en el modelo producido por QUIN, que se caracteriza por procesos inflamatorios y
activacién de microglia, este tipo celular pueda estar contribuyendo sustancialmente a
la respuesta de dafio evocada por la toxina, y su resultado sea la gliosis reactiva
(Santamaria y Jiménez, 2005).

En resumen, la viabilidad de la L-carnitina en este modelo para producir respuestas
positivas tendientes a la neuroproteccién sugiere su empleo para el estudio de
mecanismos de prevencién del dafio neuronal mas detallados en este y otros modelos
experimentales, asi como lo postulan como una herramienta terapéutica viable

potencial en la clinica.



9 CONCLUSIONES

v' El pretratamiento con L-carnitina previno la conducta de rotacion
provocada por el QUIN en ratas, sugiriendo preservacion de tejido

neuronal.

v' El pretratamiento con L-carnitina atenudé la inmunoreactividad contra
GFAP evocada por la infusion de QUIN, sugiriendo una limitada gliosis
reactiva en el estriado (indice de neurotoxicidad).

v" Debido a sus propiedades antioxidantes y precursoras del metabolismo
energético ampliamente reportadas, nosotros sugerimos que la L-
carnitina previno el dafio neuronal provocado por el QUIN probablemente
a través de la preservacion del metabolismo energético y de la defensa

antioxidante.



10 ERSPECTIVAS

Se considera realizar estudios mas detallados para caracterizar el posible
mecanismo de prevencién de dafo neuronal ejercido por la L-carnitina en el modelo de

neurotoxicidad provocado por el QUIN, en los que cabe sefalar los siguientes:

v" Marcadores de estrés oxidativo tales como la actividad de las enzimas SOD,
CAT , GPx, y la peroxidacion lipidica.

v' Marcadores de déficit energético tales como la medicion de niveles de ATP y

viabilidad mitocondrial.

v" Medicién de niveles estriatales de GABA como marcador neuroquimico de la
toxicidad del QUIN.
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