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RESUMEN

El sistema nervioso (SN) se ve afectado por una serie de lesiones
que son ocasionadas por fallas metabdlicas, téxicas,
inmunoldgicas, etc., que pueden resultar en desordenes
neuroldgicos, como el Alzheimer, Parkinson, Esclerosis Lateral
Amiotrofica y Huntington. La Enfermedad de Huntington (HD), es una
enfermedad neurodegenerativa, autosomal, dominante, caracterizada
por movimientos incesantes y rapidos (corea), acompafiados de
desdrdenes cognitivos y emocionales. En 1la HD como en otros
desdérdenes neurodegenerativos no solo se ve afectado el Sistema
Nervioso Central (SNC), también hay alteraciones en el Sistema
Nervioso Periférico (SNP), las cuales pueden ser observadas como
atrofia muscular, y falta de coordinacién en los movimientos
voluntarios, entre otros. Para el estudio de la HD se utilizan
modelos farmacolégicos como 1la administracién de acido 3-
Nitropropidénico en roedores, ya que la administracidén crénica del
3-NP en ratones y primates no humanos produce lesiones que
presentan caracteristicas histoldgicas y neuroquimicas parecidas a
la HD. Si bien se conocen las caracteristicas patoldgicas de la
HD, poco se sabe de las alteraciones periféricas asociadas a dicha
enfermedad. En este estudio se evalué si hay alteraciones
metabdlicas presentes en un modelo farmacolégico de 1la HD. Para
tal efecto se hizo la medicién de diferentes enzimas que permiten
observar el metabolismo mitocondrial asi como el aporte sanguineo
y la regulacion de 1la placa neuromuscular (Deshidrogenasa
succinica, Citocromo oxidasa, Fosfatasa alcalina y
Acetilcolinesterasa) en el musculo esquelético. La expresién de la
AChE no mostré cambios significativos en el numero de placa
neuromuscular presente en el midsculo gracilis y gastrocnemius de
animales experimentales. En el caso de la APasa se observo que hay
un aumento significativo en el numero de capilares presentes en el
musculo gracilis y gastrocnemius de animales experimentales. La

expresion de las enzimas mitocondriales COX y DHS se observo que



hay un incremento significativo de fibras positivas a dichas
enzimas en el midsculo de animales tratados con 3-NP. Por lo que
podemos concluir que 1la administracién subcréonica de 3-NP en
ratones si ocasiona alteraciones en el metabolismo muscular, 1lo
que llevaria a pensar que dichas alteraciones estan presentes en
las primeras etapas de 1la enfermedad HD, asi mismo, es
recomendable realizar mads estudios en 1los cuales sea posible
comparar las condiciones presentes en el modelo farmacoldgico con

las presentes en un modelo transgénico de la enfermedad HD.



INTRODUCCION

Sistema Nervioso (SN)

El sistema nervioso (SN) esta formado por un conjunto de
estructuras constituidas por tejido nervioso que controla las
funciones del organismo. Es <capaz de recibir e integrar
innumerables datos procedentes de 1los distintos d&rganos para
lograr wuna respuesta del cuerpo y es el responsable de las
funciones cognitivas. Su constituciéon anatdémica es muy compleja,
por lo que con fines anatémicos, funcionales, descriptivos, etc.,

el SN se ha divido en dos partes:

v Sistema Nervioso Central (SNC), compuesto por el encéfalo y
la médula espinal.

v Sistema Nervios Periférico (SNP), formado por ganglios vy
nervios periféricos situados en el exterior de 1la médula
espinal y del encéfalo [Kandel et al, 1998] (Fig. 1).
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Figura 1. Composicidén del Sistema Nervioso.



Al mismo tiempo el SNP estd divido en somatico y autdénomo. La
subdivisién somdatica del SNP proporciona al SNC informacién
sensorial acerca del estado muscular, de 1la posici6n de las
extremidades y del medio ambiente externo al organismo. Esta
subdivisién incluye a 1las neuronas sensoriales que inervan las
articulaciones, piel y mldsculo [Kandel et al, 1998]. El mdsculo
esquelético constituye 1la masa muscular asociada a 1la pared
corporal, 1las extremidades y 1la <cara, ademas permite los
movimientos voluntarios y controla la postura del cuerpo [Estrada
y Uribe, 2002].

Las células musculares que componen el midsculo esquelético son
cilindricas, muy 1largas y gruesas, estan dispuestas en haces
(fibras) que se asocian para formar el misculo [Estrada y Uribe,

2002]. Existen tres diferentes tipos de fibras musculares:

1) Fibras rojas: que se distinguen por ser de didmetro
pequeiio y tienen wuna gran cantidad de mioglobina vy
numerosas mitocondrias. Los mldsculos con este tipo de
fibras se contraen mas lentamente por lo que se sabe que

son de metabolismo oxidativo.

2) Fibras blancas: poseen un didmetro mayor presentando menor
cantidad de mioglobina y menor cantidad de mitocondrias.
Los milsculos con este tipo de fibras son de contraccién
rapida. Sin embargo dentro de este tipo de fibras hay dos
tipos de metabolismo: Metabolismo glucolitico y Metabolismo

oxidativo-glucolitico.

3) Fibras intermedias: este +tipo de fibras presentan
caracteristicas intermedias entre las dos variedades de
fibras [http://escuela.med.puc].



Dichas fibras musculares reciben el aporte tré6fico y sanguineo
mediante la red microvascular que rodea a las fibras que forman el
misculo. En diversos estudios se ha wutilizado a 1la enzima
Fosfatasa Alcalina (APasa) como marcador del endotelio capilar
porqgue se une al endotelio de los vasos [Beal, 1992]. Estudios
previos han demostrado que la atrofia muscular puede afectar la
densidad de 1los <capilares musculares que rodean las fibras
musculares [Kano et al, 2000].

Por otro lado el SNC recibe informacion sobre el estado muscular
por medio de la interaccién entre nervio-musculo, esta interaccidn
(sinapsis) (Fig. 2), esta mediada por sustancias quimicas
conocidas como neurotransmisores, los cuales son liberados por
neuronas [Kandel et al 1998]. Esta comunicacién sinaptica es
conocida como placa neuromuscular, en donde el neurotransmisor en
vertebrados es la Acetilcolina (ACh). La ACh es degradada por la
enzima Acetilcolinesterasa (AChE), que es una enzima hidrolitica
concentrada en la hendidura sinaptica. La distribucién de esta
enzima correlaciona con el grado de inervacidén y el desarrollo en
el SN. La AChE tiene una actividad catalitica muy alta e hidroliza
a la ACh en acetato y colina [Siegel et al, 1999]. La sintesis de
la AChE es iniciada por las fibras nerviosas que se encuentran
inervando. Estudios previos han demostrado que con la denervacidn
muscular hay un decremento en la actividad de AChE [Karczmar,
1987, Siegel et al, 1999, Rotundo et al, 2005].



Céiula pod-dndplica

Figura 2. Esquema de sinapsis muscular.
Tomado de Kandel et al, 1995.

En diversas ocasiones las 1lesiones presentes en el SN son
ocasionadas por fallas metabdlicas, téxicas, infecciosas,
inmunoldgicas, etc. Dichas lesiones pueden resultar en desdrdenes
neurolégicos. En diversos estudios se ha demostrado que 1la
disfuncidén mitocondrial puede conducir a dichos desdrdenes
neurolégicos, por ser las mitocondrias un componente esencial de
las células eucariontes, las deficiencias en el funcionamiento de
éstas no solo producen una disminucion en la produccion de ATP,
ademas, se altera el amortiguamiento del calcio intracelular y se
produce la generacidon de especies reactivas de oxigeno que lleva a
presentar sintomas variados en los diferente tejidos del organismo
esto dependiendo del requerimiento metabdlico [Lindal, 2002,
Krasnianski et al, 2005, Dimauro et al, 2002, Vielhaber et al,
20057 .

Las alteraciones presentes en diferentes tejidos como el musculo
esquelético causadas por las deficiencias en el funcionamiento
mitocondrial, estdn asociadas con mutaciones en el DNAmt. Una
porcién de estas mutaciones tiene como consecuencia la deficiencia
en la actividad de la enzima Citocromo c oxidasa (COX) [Barron et
al, 2005]. La COX es wuna enzima mitocondrial presente en el
complejo III de la cadena respiratoria, participa en el transporte
de electrones desde el Citocromo ¢ reducido hasta el Oxigeno (Fig.
3) [Vazquez et al, 2002].



CITOCROMO c OXIDASA

Intermembrane
space (P side)
iH

l‘ [ A

NADH+H* NaD* Succinate  Fumarnste

b0, +2HY H,O
Matrix (N side)

Figura 3. Complejo I y IIT de la cadena respiratoria. Participacion de la Citocromo ¢ Oxidasa
en el complejo II1.

Ademas de 1las mutaciones mitocondriales existen anormalidades
morfoldgicas en las mitocondrias asociadas con desdrdenes
neuromusculares asociados a enfermedades neurodegenerativas
[Vielhaber et al, 2005]. Otros estudios han demostrado que dichas
deficiencias mitocondriales observas en el mldsculo esquelético
reducen la actividad de la COX [Krasnianski et al, 2005].

Enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de
desordenes neuroloégicos caracterizados por el deterioro progresivo
e incapacitante de las funciones cognitivas, motoras y afectivas.
En las enfermedades neurodegenerativas mas comunes (Alzheimer,
Parkinson, Huntington y Esclerosis lateral Amiotré6fica) sobresalen
dos caracteristicas: por un lado la muerte celular en regiones
especificas del cerebro y por otro la agregacién citoplasmatica
y/0 nuclear de proteinas [Hernandez-Echeagaray, 2004].

Uno de los sistemas que se ve afectado con mayor frecuencia en la
Enfermedad de Parkinson y en la enfermedad de Huntington son los
ganglios basales, particularmente el nlcleo estriado, el cual



recibe informacion provente de la corteza cerebral y participa en
el control del movimiento voluntario y de algunas funciones

relacionadas con procesos cognitivos.

v La enfermedad de Parkinson, esta caracterizada por
la presencia de temblor en reposo, enlentecimiento del
movimiento voluntario (bradicinesia), movimientos pausados
(acinesia), rigidez muscular y alteraciones posturales, la
causa principal de esta enfermedad es 1la degeneracidén de

neuronas dopaminérgicas de la Sustancia negra compacta (SNc).

v La enfermedad de Huntington, se caracteriza por la
presencia de movimientos incesantes y rapidos (corea) vy

demencia.

Enfermedad de Huntington (HD).

La enfermedad de Huntington (HD) fue descrita por primera vez por
George Huntington en 1872, durante mucho tiempo fue conocida como
el mal de “San Vito” [Hernandez-Echeagaray, 2004]. La HD afecta a
5 de cada 100 000 personas Yy sus sintomas generalmente se
presentan en la edad adulta (entre los 40 y 50 afos) [Qin y Gu,
2004]. Sin embargo, pueden presentarse casos juveniles en los que
el paciente tiene una esperanza de vida de varios anos con una
media de 15-20 afos, los pacientes juveniles pueden exhibir

caracteristicas ligadas al Parkinson [Qin y Gu, 2004].

La HD es una enfermedad neurodegenerativa autosomal dominante con
un repetido de poliglutamina en la proteina huntingtina, dicha
anormalidad en la proteina huntingtina resulta en la formacién de
inclusiones intracelulares neuronales en el estriado y la corteza
cerebral [Saydoff et al, 2006], dicha enfermedad estéd



caracterizada por movimientos incesantes y rapidos (corea)
acompafiados de desdrdenes cognitivos y emocionales [Sathasivam et
al, 1999] como depresién y demencia. La magnitud de 1la
degeneracidén neural conduce a la muerte del paciente. En la HD 1la
presencia de una expansién inestable del llamado gen de Huntington
“Hd” (o IT15 “interesting transcript 15”) es necesario para que la
enfermedad se desarrolle completamente. En condiciones normales el
gen Hd transcribe para una proteina citoplasmatica 1lamada
huntingtina (htt) de la cual se desconoce su funcidon [Hernandez-
Echeagaray, 2004], pero se ha propuesto que juega un papel
importante en 1la neurogénesis, apoptosis y transporte vesicular
[Sathasivam et al, 1999].

Los primeros signos tipicos de anormalidades motoras son 1los
movimientos anormales de 1los o0jos, seguidos de una discinecia
progresiva orofocal, involucrando discinecia en la cabeza, cuello,
tronco y brazos, y finalmente la corea. La corea es definida por
la World Federation of Neurology como un “estado de movimientos
espontaneos excesivos, en tiempos irregulares vy abruptos. La
severidad de estos dafios pueden variar de una inquietud moderada a
una intermitente exagerada de estos movimientos y expresiones de
agitacién continua, movimientos de manos inestables”, resultando
de la corea, una falta de destreza general en 1las tareas que
requieren el uso de manos y brazos [Brouillet et al, 1999]. En
relaciéon con la discinecia, la notable intensidad y amplitud de
estos movimientos anormales gradualmente empeoran la habilidad de
los pacientes para competir con la vida dia a dia. Como 1la
enfermedad es progresiva los movimientos coreiformes pueden
reducirse en intensidad y frecuencia, inicialmente se presenta el
sindrome de hiperscinecia, el cual es reemplazado por un sindrome
mas hipocinético en el cual la bradicinesia, rigidez y distonia
predominan [Koller y Timble, 1985].



Los pacientes de HD tienen un alto requerimiento calorifico, 1la
pérdida de la masa muscular estd muy marcada en la enfermedad. En
ratones transgénicos 1la atrofia muscular empieza después de
semanas. El decremento en 1la masa muscular fue encontrado como
causa de una disminucién de todos los tipos de fibras musculares
[Qin y Gu, 2004].

Ademas de las alteraciones motoras, es importante mencionar que
uno de los primeros sintomas que presentan los pacientes con la HD
es la pérdida de peso. Lo cual podria referir una alteracién en el
metabolismo celular o en el trofismo neuromuscular [Hernandez-
Echeagaray, 2004].

Para el estudio de la HD se han utilizado diferentes modelos como
lo es el modelo transgénico de de la HD el cual se obtiene
introduciendo un gen mutado en el genoma del hospedero (raton).
Los sintomas motores y conductuales, las inclusiones o agregados
intranucleares, la pérdida neuronal y la atrofia cerebral depende
del nUmero de repetidos de CAG y de si se introdujo el cDNA
completo o solamente el exd6n 1 del gen Huntington (Hd) [Brouillet
et al, 1999].

Los desordenes en el movimiento incluyen irregularidades al
caminar, sacudidas rapidas (similares a las vistas en los perros)
una tendencia a apretar las extremidades, ademas de 1las
alteraciones en el movimiento presente en los ratones transgénicos
es posible observar una pérdida progresiva de peso [Sathasivam et
al, 1999].

Ademas se ha utilizado el modelo farmacoldgico utilizando el &acido
3-nitropropidénico para expresar la patologia asociada a la HD.



Acido 3-Nitropropiénico (3-NP).

Para el estudio de la enfermedad de Huntington se utilizan algunos
modelos, tanto genéticos como farmacolégicos, entre los
farmacolégicos se encuentra el uso del acido 3-Nitropropidnico (3-

NP) administrado en roedores.

El acido 3-Nitropropiénico ha sido propuesto como un modelo
alternativo el cual expresa la patologia asociada con la HD. El 3-
NP es conocido por producir atrofia estriatal con inhibicidn
mitocondrial irreversible y principalmente del ciclo del 4&cido
citrico disminuyendo los niveles de ATP y elevando 1la
concentracién de lactato [Borlongan et al, 1994].

El acido 3-NP fue identificado inicialmente como un metabolito del
3-nitropropanol, agente toxico responsable del envenenamiento del
ganado en 1la zona occidental de Estados Unidos. Los animales
intoxicados con plantas de leguminosas (Indigofera o Astragalus)
presentan anormalidades motoras, que consisten en debilidad

general [Rodriguez-Martinez, 2001].

El acido 3-NP y otros glucdsidos estan ampliamente distribuidos en
plantas téxicas (Fig. 4) [Coles et al, 1978].
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Fig. 4. Estructura quimica del acido 3-Nitropropiénice {(3-HP).
Tomado de Brouillet et al, 1999,



EL 3-NP es una toxina mitocondrial que se une al complejo II de la
cadena respiratoria y del acido tricarboxilico [Brouillet et al,
1999]. Estudios bioquimicos han establecido que el acido 3-NP es
un inhibidor de la enzima Deshidrogenasa succinica (DHS), la cual
es la enzima responsable de la oxidacién del succinato a fumarato.
La DHS es una enzima mitocondrial que participa en el complejo II
de la cadena respiratoria y del ciclo del &cido tricarboxilico
(ciclo de Krebs) [Brouillet et al, 1999, Vazquez et al, 2002].

E1l mecanismo preciso de la inactivacén de la DHS no es claro, sin
embargo, Alston et al, 1977, sugiere que el dianién formado por el
3-NP es la forma inhibitoria de 1la molécula y ésta forma el
carbanidén que puede reaccionar con el grupo flavin de la DHS como
un aductor covalente. Coles et al. 1979, cambia esta hipdtesis vy
demuestra que el carbanidén del dianidén forma la unidn en el sitio
del sustrato para ser oxidado a 3-nitroacrilato, que puede
reaccionar un grupo tiol del mismo sitio, formando un aductor
covalente (Fig. 5) [Alston et al, 1977, Coles et al, 1978].
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Fig. 5. 3-HNP como inhibidor irreversible de 1a DHS. A}
Estructura quimica del 3-HF, esta estrechamente relacionada con
el acido succinico. B) Representacién esquematica del mecanismo
de la inactivacidon irreversible de 1a DHS. En la parte superior,
el dianion del 3-HP wunidoe a 1la DHS, para formar el
nitroacrilato. Parte media, el nitroacrilato reacciona con un
grupo tiol de 1la DHS, quedando una enzima covalente. Parte
inferior, bloqueo de acceso de la enzima succinato. Tomado de
Brouillet y cols., 1999,

El 3-NP al inhibir a 1la DHS, produce una disminucién en 1la
sintesis de ATP que a su vez provoca una despolarizacién de la
membrana con la subsiguiente activacién de receptores de tipo NMDA
sensibles a voltaje y excitotoxicidad neural secundaria [Novelli
et al, 1988].

Entre 1972 vy 1989, se reportaron cerca de 900 casos de
intoxicacién en animales: el 10% de ellos murieron y muchos otros
presentaron pérdida de habilidades motoras de forma irreversible.
Un numero sustancial de sujetos desarrollaron dafio neurolégico
persistente caracterizado por distonia, espasmos, gesticulaciones
y movimientos bruscos o de sacudidas; se ha sefalado la presencia



de lesiones en los ganglios basales, como dafio en el putamen y el
nicleo caudado [Rodriguez-Martinez, 2001].

Otros estudios han reportado disminuciones en el metabolismo de la
glucosa y anormalidades en 1las enzimas trasportadoras de
electrones en las mitocondrias de cerebros de pacientes con HD
[Beal, 1992]. La administracidén sistémica crdénica de 3-NP también
produce lesiones que reproducen caracteristicas histoldgicas vy
neuroquimicas parecidas a la HD. Las lesiones ocasionadas producen
un decaimiento en ATP. Por 1las caracteristicas de las lesiones
producidas por el 3-NP, este compuesto es un importante inductor
del modelo de la HD para evaluar posibles terapias experimentales
[Beal et al, 1993].

EL 3-NP ha sido reportado como una neurotoxina estriatal selectiva
en roedores. La administracion sistémica en dosis bajas de 3-NP
resulta predominantemente en atrofia estriatal. Paralelo con la
HD, una correlacidon directa entre 1la edad de los animales y la
muerte neuronal ha sido demostrada en diversos estudios. En
animales de 6 semanas de edad la administracién sistémica de 3-NP
muestra un dano del 25 %, animales de 7-14 semanas de edad
demostraron un dano estriatal del 80 % y en animales de 16 semanas
de edad el dano es mayor hasta llegar a la muerte [Borlongan et
al, 1997].

Los animales tratados con 3-NP muestras anormalidades motoras que
dependen tanto de la edad de los animales como de la concentracidn

y el periodo de aplicacién de la toxina [Borlongan et al, 1995].

Borlongan et al, define 3 estados de patologia inducida por 1la
administracién de 3-NP:



1) Estado I: somnolencia.

2) Estado II: incoordinaci6n al caminar con movimientos

ondulatorios.

3) Estado III: desequilibrio lateral y ventral.

En dicho estudio se demostré que la administracién sistémica de 3-
NP resulta en lesiones de los ganglios basales con un decremento
inicial de 1la actividad motora seguida de episodios de
hiperactividad y/o movimientos anormales (temblores, balanceo de
la cabeza, inclinacién de 1la cabeza, rigidez, etc.). Ademds se
observo que la administracién sistémica de 3-NP en ratones jovenes
y adultos (6-10 semanas y 14-28 semanas de edad) dispara

bradicinesia y paralisis respectivamente [Borlongan et al, 1997].



JUSTIFICACION

A pesar de que se han realizado mdltiples estudios para conocer
las causas de las enfermedades neurodegenerativas y de esta forma
contrarrestar sus efectos, poco se ha estudiado sobre las
neuropatias del SNP originadas por el proceso neurodegenerativo
del SNC. Como se ha mencionado el SNP también podria resultar
afectado como consecuencia de la degeneracidén y/o por falta del
aporte tréfico, 1levando a 1la denervacién y atrofia muscular,
pudiendo, en algunos casos, terminar en la paralisis total. Por
este motivo en este estudio se evaluard si dicha atrofia estéd
presente en el SNP en un modelo farmacoldgico de la enfermedad de
Huntington.



HIPOESIS

Conociendo las alteraciones en el SNC producidas por la
intoxicacién con 3-NP, es posible que existan alteraciones en el
Sistema Nervioso Periférico y en el misculo esquelético en un

modelo farmacoldgico de la Enfermedad de Huntingto.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar 1las posibles alteraciones periféricas, en los mulsculos
gracilis y gastrocnemius de ratén, que ocurren en la enfermedad de

Huntington, en un modelo farmacoldgico de dicha enfermedad.

Objetivos particulares

v Evaluar el grado de vascularizacién del mdsculo
esquelético (gracilis y gastrocnemius) mediante la mediciodn

histoquimica de la Fosfatasa alcalina (APasa).

v Evaluar alteraciones en la inervacidén usando como
marcador la expresién histoquimica de Acetilcolinesterasa
(AChE) .

v Evaluar cambio en el metabolismo oxidativo en los
misculos gracilis vy gastrocnemius, mediante 1la expresién
histoquimica de 1las enzimas mitocondriales Deshidrogenasa

succinica (DHS) y Citocromo c oxidasa (COX).



MATERIAL Y METODO

Animales y tratamiento con 3- NP.

Un grupo de ratones machos de 30 dias de edad de la cepa C57/BL6
(20-26 gr.) (n=20), se wutilizaron para obtener un modelo
farmacolégico de la enfermedad de Huntington. Se les administrd un
tratamiento via intraperitoneal con &cido 3-Nitropropidénico (15
mg/kg) durante un periodo de cinco dias, dejando reposar dos dias,
posterior a estos fueron sacrificados, para realizar los andlisis
correspondientes. Asi mismo se formdé un grupo de ratones (n=10)
utilizados como control a los cuales no se les aplicé ningdn
tratamiento.

Procedimiento de histoquimicas

Después del tratamiento con 3-NP los animales se anestesiaron via
intraperitoneal con Pentobarbital sdédico. Los midsculos gracilis vy
gastrocnemius de las extremidades pélvicas (Fig. 6) fueron
disectados y congelados con 2-metil-butano, para su corte
posterior se realizaron cortes seriados transversalmente a 1o
largo del masculo de 14 um en un criostato, se colectaron vy
montaron directamente en portaobjetos previamente gelatinizados,
para posteriormente realizar los ensayos histoquimicas

correspondientes.



GRACILIS =}
GASTROCHEMIUS

Figqura 4. Wusculatura de la rata, resaltando los pusculos
gracilis ¥ qaatrncnrmiua utilizados en el estudio . Tonado de

{hiasson, 1980 .



Pruebas histoquimicas

v Acetil-colinesterasa, se preparé un buffer de acetato de
sodio 50 mM con un pH de 5.0 que contiene: Acetato de sodio,
Sulfato cuprico y glicina al que se le agregd antes de usarse
acetilcolina iodada y ethopropazina, en dicha solucién el
tejido se dejé incubando durante 24 horas protegido de la luz
a temperatura ambiente, al termino del periodo de incubacién
el tejido se retiré de 1la solucién y se lavd con agua
destilada, posteriormente se utilizé una solucidén reveladora
(Na2S9H20 pH 7.5 al 10%) dejando en dicha solucién durante 5
minutos, finalmente el tejido se lavé varias veces con agua
destilada.

v Citocromo oxidasa, el tejido se dejé incubando en una
solucién que contiene buffer de fosfatos ©0.1M pH 7.5,
sacarosa, citocromo C, catalasa y DAB (diaminobencidina),
protegidos de la luz a 35°C durante 30 minutos transcurrido
el periodo de incubacién se realizaron varios lavados con

agua destilada.

v' Deshidrogenasa succinica, el tejido se ~coloc6 en una
superficie plana, protegiéndolos de la luz y dejando incubar
durante 15 minutos en una solucién que contiene polivinil
alcohol, Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.5, succinato de sodio
y azida de sodio a la cual se le agregd instantes antes de
ser utilizada NBT (nitro blue tetrazolium) y PMS (phentazin
methosulfato), pasado el periodo de incubacién el tejido se
lavdé varias veces con agua destilada.

v Fosfatasa alcalina el tejido se fijé durante 2 horas a
temperatura ambiente con paraformaldehido al 4%, se
realizaron lavados con Buffer de Fosfatos 0.1 M pH 7.5,
posteriormente se dejaron incubar durante 25 minutos



protegidos de la luz con el kit: Blue Alkaline Phosphatase
Substate Kit III SK-5300, posteriormente se prepard una
solucién para la reaccién en buffer Tris-HCL 100mM con pH 8.5
en la cual se dejaron durante 5 minutos después de incubar
con el kit, finalmente se realizaron lavados con agua
destilada.

Observacién y andlisis morfoldgico.

Para el analisis morfoldégico se capturaron imagenes seriales de
baja (10X) y alta (40X) resolucién de cada una de las secciones de
musculo tefidas para 1las diferentes enzimas, se digitalizaron
utilizando un microscopio O6ptico Motic de campo claro adaptado a

un sistema de andlisis de imagenes (Image J, NIH).

Se obtuvieron imagenes para el musculo gastrocnemius y gracilis,
de cada misculo se contabilizdé el numero de fibras musculares que

contenian la marca para las diferentes enzimas en un area de 2000

um? por campo (10X). Los datos obtenidos fueron analizados
estadisticamente utilizando una t de student de dos grupos no
correlacionados, el grado de significancia fue evaluado con una p
< 0.05. Del mismo modo se realizé un andlisis densitométrico, en
fibras marcadas con DHS y COX del midsculo gastrocnemius, los datos
obtenidos de dicho andlisis fueron expresados en pixeles.



RESULTADOS

La actividad enzimatica de la cadena respiratoria fue demostrada
por la reacciéon con DHS y COX. Los vasos sanguineos fueron
observados usando a la APasa como marcador y la inervacién del

misculo fue observada marcando la expresién de AChE.

ACETILCOLINESTERASA (AChE).

Al analizar la histoquimica para la Acetilcolinesterasa,

encontramos que en un area de 2000 um? por campo (10X) el nidmero
promedio de placa neuromuscular en el mdsculo gastrocnemius de
animales tratados con 3-NP (n=30) fue de 14.33 + 1.01 y para el
midsculo proveniente de animales control (n=28) fue de 16.85 =+
1.07. El mdsculo gracilis mostré 15.35 + 2.85 placa neuromuscular
marcada para la AChE de animales tratados con 3-NP (n=17) y 18.86
+ 1.01 para animales control (n= 37). El analisis estadistico no

muestra cambios significativos en la expresion de la AChE, como se

observa en la Grafica 1, en los misculo gracilis (tg,= 1.441 p=

0.156) y gastrognemius (tge= 1.710, p= 0.093) con sus respectivos

controles, aunque el mdsculo gastrocnemius de animales tratados
con 3-NP presenta wuna reduccion en el numero de placa
neuromuscular expresada no hay diferencias significativas en la
densidad colinérgica entre los animales tratados con 3-NP y los

animales control.
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En la figura 7 se observa la inmunotincién para AChE, 1la marca de
la placa neuromuscular en el misculo de animales tratados con 3-NP
se ve reducida en nlmero en comparacién con 1los madsculos de
animales utilizados como control, asi mismo se observa que hay una
diferencia significativa en el tamano de la placa siendo esta de

mayor tamafio para los musculos de animales tratados con 3-NP.



Figura 7. Se observa la marca de AChE para la placa neuromuscular en
el musculoe gastrocnemius y gracilis de animales tratados con 3-HP y
control. A gastrocnemius control. B gastrocnemius experimental.
gracilis control. D gracilis experimental. Amplificacién 100X. E, F,
G, H, muestran la diferencia en cuanto a tamaifio de 1la placa en anbos
misculos. Amplificacidn 400%. '



E1l andlisis que determiné el tamafio de la placa neuromuscular nos
permite observar que la administracién subcrénica del acido 3-NP
no ocasiona cambios en la estructura de la placa neuromuscular, ya
que el drea promedio de las placas analizadas por campo (40X) para
el masculo gastrocnemius de animales tratados con 3-NP (n=11l) es

de 2199 pm? =+ 219.64 y para el mlsculo de animales control (n=14)
es de 1302.2 um? =+ 140.34.

En el caso del musculo gracilis se observaron cambios en 1la

estructura de 1la placa neuromuscular tanto en el mdsculo de
animales tratados con 3-NP (n=17) (1878 pum? =+ 103.19) como en el
misculo de animales control (n=37) (1486.18 um? =+ 118.28). Este

analisis también nos proporcioné datos sobre el perimetro que las

placas ocupan dentro de la organizacién del misculo (Tabla 1).

Tabla 1. Area y perimetro de la placa neuromuscular marcada con AChE.

GASTROCNEMIUS

(control n=11 exp n=14)

| | AREA pm? | PERIMETRO pm

| |  conTROL | EXP. |  CONTROL EXP.

| PROMEDIO | 1302. 2] 2199.63] 169.51] 212.21

| ERROR EST. | 140. 34| 219.64| 10.22] 13.19|
GRACILIS

(control n=20, exp n=22)

| PROMEDIO | 1486.18| 1878] 169. 84| 195.69|

| ERROR EST. | 118. 28] 103. 19| 8.30| 7.39)




FOSFATASA ALCALINA (APasa).

El analisis de 1la histoquimica para la Fosfatasa alcalina, nos
mostré que en un &rea de 2000 um? por campo (10X) el ndmero
promedio de capilares marcados con APasa en el midsculo
gastrocnemius de animales tratados con 3-NP (n=25) fue de 26.66 =+
1.56 y para el misculo proveniente de animales control (n=6) fue
de 18.66 * 2.83. El musculo gracilis mostré 35.65 + 1.83 fibras
marcadas para APasa en animales tratados con 3-NP (n=46) y 28.5 %
2.49 para animales control (n=25). Es posible observar que hay un

incremento significativo en el mdsculo gastrocnemius (t,q = -2.351,

p = 0.026) y gracilis (tg; = -2.254, p = 0.027) comparado con sus

respectivos controles, de animales tratados con 3-NP. (Graf. 2).
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Como se observa en la Fig. 8 los capilares se encuentran presentes
en todo el madsculo, y muestran un cambio en el grosor del vaso
sanguineo, no obstante, no se realizo ningdn analisis para

comprobar dicho cambio.



Fig. 6. Huestra la marca para APasa de los capilares presentes en las
fibras musculares de los misculos gastrocnemius y gracilis de los
grupes control y  experimental. A  gastrocnemius control. B
gastrocnemius  experimental. C gracilis control. b gracilis
experimental. Amplificacidn 100X. E, F, &, H, amplificacion 400)X.



CITOCROMO c OXIDASA (COX).

En 1la prueba histoquimica para la Citocromo c¢ oxidas (COX),

podemos observar que hay una reduccion significativa (tg; =2.437, p
= 0.018) en el musculo gastrocnemius, el numero promedio en un

drea de 2000 pm? por campo (10X) de fibras positivas para COX en
el misculo gastrocnemius de animales tratados con 3-NP (n=37) fue
de 6.29 += 0.49 y para animales control (n=16) fue de 8.87 + 0.49.

Sin embargo el mdsculo gracilis no presenta cambios significativos

(tg;= -1.552, p = 0.126), el numero promedio de fibras positivas

para COX fue de 12.01 = .086 para animales tratados con 3-NP
(n=33) y 10.14 = 0.82 para animales control (n=23) (Grafica 3).
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Encontramos que no hay diferencia en el tamafo de las fibras
positivas para COX (fibras pequefas) (Fig. 9) entre los midsculos
gastrocnemius de animales tratados con 3-NP (n=15) (335.62 um =+
4.24) vs control (n=8) (345.11 um + 6.49).



Fig. 9. Se muestra la expresiéon de la C0X en las los musculos
gastrocnemius y gracilis en ratones tratados con 3-HP y no tratados. Se
puede observar que hay un incremento en la expresion de la enzima en las
células del musculo gastrocnemius que fue tratade con 3-HP. A
gastrocnemius control. B gastrocnemius experimental. € gracilis control.
I gracilis experimental. Amplificacién 100X. E, F, 6, H, amplificacidn
400%.



No obstante hay diferencia significativas (t,gq= -3.046, p = 0.003)

en la actividad de COX medida con un analisis densitométrico, el
musculo gastrocnemius de los animales tratados con 3-NP mostraron
incremento en la actividad para COX (812,124.478 =+ 17,656.80
pixeles) en comparacién con el grupo control (723,144.21 +
24,168.75 pixeles) (Tabla 2).

+

Tabla 2. Andlisis densitométrico para fibras positivas a COX en el misculo
gastrocnemius. n control = 8, n experimental = 15.

FIBRAS PEQUENAS

AREA PERIMETRO INT. DENS.
pm? pm (pixeles)
CONTROL | EXP. [[CONTROL | EXP. | CONTROL |  EXP. |

|PROMEDIO|| 7713.44 | 7178.31 | 345.11 | 335.62 || 723144.21 | 812124.47 |

ERROR

EST. 295.05 152.49 6.49 4.24 24168.75 17656.80

| FIBRAS MEDIANAS |

|PROMEDIO||14110.46 | 14690.39| 469.81 | 484.74 | 1300591.06 | 1444213.7 |

ERROR
EST.

327.98 311.86 5.62 5.66 36650.42 28745.90

| FIBRAS GRANDES |

|PROMEDIO|| 27870.1 | 27506.53| 659.09 | 670.35 | 2090762.13 | 2179198.42 |

ERROR

EST. | 668.20 | 601.24 | 8.80 | 8.93 | 61348.49 | 48357.67




DESHIDROGENASA SUCCINICA (DHS).

Al analizar la histoquimica para la Deshidrogenasa succinica,

encontramos que el numero promedio de fibras en un area de 2000

um? por campo (10X) en el mdsculo gastrocnemius de animales
tratados con 3-NP (n=37) 11.94 + 0.64 y para el masculo
proveniente de animales control (n=10) 7.1 %= 0.37. El midsculo
gracilis mostré 19.67 % 0.97 fibras marcadas para la DHS en
animales tratados con 3-NP (n=35) y 10.94 + 1.03 para animales

control (n=17). Se observa que hay un incremento significativo en

el mdsculo gastrocnemius (t,s= -3.845, P < 0.001) y gracilis (t,4=

-5.585, P < 0.001) con respecto a su respectivo control (Grafica
4).



23~

1 *

i 20 - ]
]
-
Y 4
a .
= *
o OO
= ' ! T
& 10
Lo
T 1 -

@
+ = 3
(]
-
= ]
=
s 0 /?2 , , . .
o Gast. cont. Gast. exp. Grac. cont. (Grac. exp.

Grafica 4. Mimero promedio de fibras que expresan DHS

ke Los misculos aracilis v gsstrocnanius ke andmles

tratados con 3-HP v anamales control.

(Gast. cont.=Gzstrocremius control ) | Gast. exp = Gastrocnanius exparimantal)

(Grac. cont.=Gracilis cortrol) (Grac. exp.=6racills experimantal)
s
il O

Encontramos cambios en el tamafio de las fibras positivas para DHS
(fibras pequefas) del mldsculo gastrocnemius (Fig. 10) entre 1los
midsculos de animales tratados con 3-NP (n= 25) (444.10 = 15.04) vs
control (n=11) (353.26 = 13.91), sin embargo este cambio no fue
significativo.



Fig. 10. Expresién de DHS en el muscule gastrocnemius y gracilis de los
grupos control y experimental. A gastrocnemius control. B gastrocnemius
experimental. C gracilis control. D gracilis  experimental.
Anplificacion 100%. E, F, 6, H, amplificacion 400X. Ademas se observa
la delimitacidn del area roja (flechas) y blanca en ambos musculos.



El andlisis densitométrico de 1la actividad de DHS mostré
diferencias significativas (t,,=-3.214, p =0.004) en el misculo
gastrocnemius de animales tratados con 3-NP (1, 547,367 =

98,466.86 pixeles) en comparacién con el grupo control (1,
091,106.06 + 87,111.58 pixeles) (Tabla 3).

TABLA 3. Andlisis densitométrico para fibras positivas a DHS en el misculo
gastrocnemius. n control = 11, n experimental = 25.

FIBRAS PEQUENAS

AREA PERIMETRO INT. DENS.
pm2 pm Pixeles

CONTROL | EXP. | CONTROL | EXP. | CONTROL | EXP. |

|PROMEDIO|[7501.75 | 9074 [353.26 | 444.10|1091106.06 | 1547367.88 |

ERROR
EST.

533.48 344.94 [13.91 | 15.04 | 87111.58 | 98466.86 |

| FIBRAS MEDIANAS |

| PROMEDIO | 16296.22 | 15362.79 | 532.16 | 550.06 | 2147280.33 | 2444028.29 |

ERROR
EST. 609.63 | 546.78 | 13.47 | 15.32 | 101029.25 | 128961.94 |

| FIBRAS GRANDES |

| PROMEDIO | 31415.21(29642.01| 730.17 | 771.96 | 3855294.43 | 4071808.23 |

ERROR
EST. | 3177.49 | 877.41 | 39.87 | 14.29 | 507508.58 | 116714.43 |




Cabe mencionar que el analisis densitométrico no fue realizado en
las fibras del midsculo gracilis dado que los cortes se realizaron
de manera transversal y el mldsculo gracilis corre ligeramente

transversal al gastrocnemius.



DISCUSION

E1l presente estudio demuestra que la administracidén subcrénica en
bajas concentraciones de acido 3-NP (15 mg/kg) en ratones jdvenes

afecta los perfiles metabdlicos del muisculo.

Cabe mencionar que no se realizé ningun estudio para evaluar 1los
cambios conductuales. Solo se comparo el comportamiento de 1los
animales antes, durante y después de la administracién del 3-NP.
Antes de iniciar el tratamiento los ratones mostraron actividad
normal, considerando como normal la agilidad para correr y no
permitir ser atrapados con facilidad, durante la aplicacién del
tratamiento fue posible observar que la actividad de los ratones
fue disminuyendo paulatinamente, esto es que dormian mds y era mas
facil atraparlos, para el termino de la aplicacién del tratamiento
los animales ya mostraban una actividad casi nula, todo el tiempo
dormian y su captura era muy facil. Dicho comportamiento fue
comparado con los cambios que reportan Borlongan et al, 1995, en
donde mencionan que la patologia del comportamiento inducida por
el 3-NP presenta tres estados; el estado 1 con somnolencia, el
estado 2 presenta incoordinacién al caminar con movimientos
ondulantes y el estado 3 con desequilibrio lateral y ventral
[Borlongan et al, 1995]. Estudios previos han demostrado que el
consumo de 3-NP produce dafios no solo a nivel neuronal, también se
presentan anormalidades motoras que consisten en debilidad
general, incoordinacion de las extremidades desarrollando
paralisis [Brouillet et al, 1999].

Otro estudio ha demostrado que la administracién sistémica del 3-
NP da como resultado lesiones en los ganglios basales con un
decremento inicial en la actividad motora, seguida de episodios
ocasionales de hiperactividad y/o movimientos anormales. Ademas se

ha observado que en ratas jovenes (6-10 semanas de edad) y maduras



(1-28 semanas de edad) la inyeccién sistémica de 3-NP dispara
bradicinesia y paralisis [Borlongan et al, 1997].

En el presente estudio la innervacion del misculo esquelético fue
observada mediante 1la mediciéon de 1la expresién de AChE, no
mostrando cambios significativos en los animales tratados con 3-NP
en comparacién con los no tratados, Podria pensarse que esto es
debido a que no existe una denervacién del misculo, ya que se sabe
que la actividad de 1la AChE disminuye cuando ocurre una
denervacién muscular [Karczamar et al, 1987]. Se ha reportado que
el dafo motor ocasionado por la administracidén de 3-NP depende de
la edad, ya que en animales de 6 semanas de edad la administraciodn
sistémica de 3-NP muestra danos del 25 %, en animales de 7-14
semanas de edad el dafno estriatal es del 80 % y en el animales de
16 semanas la 1lesion estriatal es mayor al 80 % hasta que
finalmente mueren [Borlongan et al, 1997]. En el presente estudio
la administracién de 3-NP se realizdé en un periodo de 5 dias los
cuales de acuerdo con lo reportado por Borlongan et al, 1995, en
este periodo solo se presentan los sintomas del estado 1 que son

somnolencia e hipocinesia [Borlongan et al, 1995].

Recientemente se ha reportado que el estrés oxidativo juega un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad de Huntington
[Kumar et al, 2006], al ser el 3-NP una toxina mitocondrial la
administracién subcrénica de 3-NP genera una disminucién en 1la
produccién de ATP, lo cual trata de ser compensado con un aumento
en la capilaridad del misculo de animales con administracién de 3-
NP, como se ha reportado en otros estudios se ha utilizado a la
APasa como un marcador de los vasos sanguineos [Hansen-Smith et
al, 1992]; cuando un organismo es expuesto a condiciones de
hipoxia las fibras musculares disminuyen en su didmetro y a su vez
hay un aumento en los capilares que rodean dichas fibras, con la
finalidad de compensar la condicién de hipoxia y tener un mayor



aporte de oxigeno [Hansen-Smith et al, 1992]. Estos datos
comprueban lo reportado en el presente estudio en donde se observa
que hay un aumento significativo en la capilaridad de los musculos
provenientes de animales tratados con 3-NP.

Como se ha mencionado anteriormente, el 3-NP es wuna toxina
mitocondrial que bloquea el complejo II de la cadena respiratoria
alterando el metabolismo mitocondrial, 1lo que ocasiona un
decremento significativo en la actividad mitocondrial [Borlongan
et al, 1997].

En diversos estudios se ha demostrado que el 3-NP es un inhibidor
competitivo de la DHS [Coles et al, 1979], como se muestra en la
figura 10 la actividad de DHS se ve incrementada en el madsculo de
animales tratados con 3-NP, 1lo que podria explicarse con 1o
reportado por Kumar et al, 2006, y por Borlongan et al, 1995,
mencionando que la administracién subcrénica de 3-NP por periodos
cortos (5 dias) ocasiona somnolencia e hipocinesia, ademds de
provocar una disminucién en la produccién de ATP lo que ocasiona

que el organismo entre en un estado de estrés oxidativo.

Asi mismo con la administracién de 3-NP también se producen
alteraciones en el complejo III de 1la cadena respiratoria
alterando especificamente el transporte de electrones que se lleva
a cabo con la enzima COX. En otros estudios la deficiencia de COX
en las fibras musculares esta relacionado con patologias
mitocondriales, generalmente esta deficiencias es utilizada para
dar un diagnéstico de enfermedad mitocondrial [Barron et al,
2005]. Ademas se relaciona a COX con la activacién de las caspasas
responsables de iniciar la apoptosis celular, esto ocurre después
de la administracién de 3-NP [Antonawich et al, 2002]. Barron y
col., sugiere que las alteraciones en la expresién de COX producen

una disminucién en el nuUmero de fibras musculares [Barron et al,



2005].

En el presente estudio el musculo gracilis muestra un aumento en
la expresidén de la COX debido a que dicho misculo es un musculo de
tipo adductor 1o que significa que sus fibras son “fibras
palidas” por 1o que presentan muy pocas mitocondrias y su
metabolismo es glucolitico [http://escuela.med.puc], por lo que no
se ve afectado directamente por la administracién de 3-NP. En el
caso del misculo gastrocnemius se sabe que es un midsculo de tipo
flexor lento refiriendo a esto que sus fibras son “fibras rojas”
presentando una gran cantidad de mitocondrias siendo de
metabolismo oxidativo, por lo que se ve directamente afectado por
el suministro del acido 3-NP, disminuyendo de esta manera 1la

expresion de la COX.
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El tratamiento con 3-NP no genera cambios en la expresidn de
AChE debido a que esta enzima solo se ve afectada cuando
ocurre una denervacion muscular. Sin embargo, dicho
tratamiento si genera cambios en el tamafio de 1la placa
neuromuscular siendo esta de mayor tamafio en los musculos de
animales tratados con 3-NP.

Existe un aumento en la expresidén de la APasa en los grupos
experimentales tratados con 3-NP con respecto al control.

La aplicacion sistémica de 3-NP produce un incremento en la
expresion de DHS.

Existe una disminucidén en 1la expresion de la COX en el
misculo gastrocnemius de ratones tratados con 3-NP, no asi
para el misculo gracilis el cual presenta un aumento en 1la

expresion de COX.

Podemos concluir que el estudio de 1la enfermedad de
Huntington a nivel periférico es muy importante, ya que al
conocer las alteraciones metabdélicas ocurridas a nivel
periférico y muscular es posible encontrar posibles terapias
de recuperaciéon de la movilidad, ademds se podria
contrarrestar a la enfermedad desde otro nivel no solo el
neuroldégico.



TABLA DE ABREVIATURAS

SIGNIFICADO ABREVIATURA
SISTEMA NERVIOSO SN
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL SNC
SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO SNP
ENFERMEDAD DE HUNTINGTON HD
ACIDO 3-NITROPROPIONICO 3-NP
ACETIL COLINESTERASA AChE
ACETILCOLINA ACh
FOSFATASA ALCALINA APasa
|




CITOCROMO OXIDASA (61)¢

DESHIDROGENASA SUCCINICA DHS
SUSTANCIA NEGRA COMPACTA SNc
HUNTINGTINA htt

GEN DE HUNTINGTON Hd
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