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RESUMEN

Los factores neurotréficos (entre ellos la neurotrofina BDNF, Brain-Derived
Neurotrophic Factor) modulan la transmision sinaptica en los circuitos neuronales.
Sin embargo, si la expresion de las neurotrofinas disminuye, las conexiones sindpticas
se alteran. En diversas enfermedades neurodegenerativas se ha sugerido que existe
pérdida de neurotrofinas; se ha demostrado que la degeneraciéon de las células de
proyeccién del nticleo estriado observada en la enfermedad de Huntington (HD, por
sus siglas en inglés) se debe, en parte, a una disminucién en la sintesis de BDNF. En
este proyecto se utilizé el modelo de HD inducido con la administracién crénica del
acido 3-nitropropiénico (3-NP), el cual produce un déficit energético al unirse
irreversiblemente a la succinato deshidrogenasa (SDH, el complejo II mitocondrial),
asi como alteraciones neuronales parecidas a las observadas en la HD. Con la técnica
de fijacion de voltaje y estimulando extracelularmente, se evalu¢ in vitro la
modulacién que ejerce el BDNF en las sinapsis GABAérgicas estriatales en rebanadas
de cerebro provenientes de ratones C57/BL6, control y de ratones tratados con 3-NP.
Nuestros resultados muestran que el BDNF disminuye las corrientes sindpticas
inducidas por GABA en condiciones control; mientras que en rebanadas provenientes
de animales tratados con 3-NP el BDNF incrementa la amplitud de las corrientes
sindpticas GABAérgicas. El andlisis en el cociente del pulso pareado nos indic6é que
los cambios observados parecen ser debidos a mecanismos postsinapticos. En la
evaluacion de la actividad motora espontanea el grupo tratado con 3-NP mostré
incremento en el tiempo que pasaron en movimiento y en la distancia total recorrida.
Estos resultados sugieren que la administracién subcrénica de 3-NP genera cambios
en las corrientes sindpticas GABAérgicas en respuesta al BDNF ex6geno, asi como

cambios en la actividad conductual reflejados en hiperactividad.

Ruelas A.



Biologia Experimental

ABSTRACT

Neurotrophic factors (including the neurotrophin BDNF) modulate synaptic
transmission in neural circuits. However, if there is decreased expression of
neurotrophins, synaptic connections are altered. In several neurodegenerative
diseases has been suggested that there is loss of neurotrophins, it has been shown that
the degeneration of projection cells in the striatum observed in Huntington's disease
(HD) is due in part to a decrease in the synthesis of BDNF. In this project was used
HD model induced by chronic administration of 3-nitropropionic acid (3-NP), an
irreversible inhibitor of SDH found in the mitochondrial complex II, producing an
energy deficit induced neuronal alterations as seen in HD. In the present study we
was evaluated in vitro modulation exerted by BDNF in the striatal GABAergic
synapses in brain slices from normal mice and from mice treated with 3-NP. To
evaluate changes in electrical activity of striatal cells from C57/BL6 mice, the cells
were recorder with the voltage clamp technique and stimulated extracellularly using
paired pulse protocol. Our results show that BDNF reduces GABA-induced currents
in control conditions, whereas in slices from animals treated with 3-NP, BDNF
increases the amplitude of GABAergic currents. The analysis in the paired pulse ratio
indicates that the observed changes appear to be due to post-synaptic mechanisms.
Also spontaneous activity was evaluated in an open field where there was a rise in
the time mice were moving and in total distance traveled, so there was a decrease in
time break in the group treated with 3-NP. These results suggest that sub-chronic
administration of 3-NP induces changes in GABAergic currents in response to

exogenous BDNF, as well as behavioral changes in activity reflected in hyperactivity.
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Introduccion

Los ganglios basales consisten en un grupo de ntcleos conectados
subcorticalmente, entre los que se encuentran: nucleo estriado, ntcleo subtalamico,
globo palido interno (GPi) y externo (GPe), la sustancia nigra pars reticultata (SNpr) y
sustancia nigra pars compacta (SNpc) (Jain et al., 2001). Estos, estan involucrados en
una variedad de procesos entre los que se encuentran funciones motoras y cognitivas;
uno de sus principales roles es la integracion de la informacién sensomotora,

asociativa y limbica (Bolam et al., 2000).

La entrada principal a los ganglios basales es el ntcleo estriado (caudado y
putamen), que recibe aferentes excitatorias de la corteza y el tdlamo, también recibe
una densa inervacién de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo (Kreitzer y
Malenka, 2008). Los axones corticoestriatales y talamoestriatales establecen sinapsis
de relevo con multiples neuronas, incluidas las interneuronas, a través de grandes
regiones del cuerpo estriado. Algunas de las sinapsis que se establecen en las
interneuronas GABAérgicas, que a pesar de su pequeflo numero, influencian
significativamente las propiedades de disparo de las neuronas espinosas medianas;
de tal forma que se ha observado que la estimulacién intraestriatal puede activar
preferencialmente sinapsis inhibitorias provenientes de interneuronas (Koos y

Tepper, 1999; Bolam et al., 2000; Tecuapetla et al., 2005).

Nicleo Estriado

Las fibras de entrada al ntucleo estriado que provienen de la corteza son de
naturaleza glutamatérgica y establecen contactos con las neuronas espinosas
medianas de proyeccion que son de tipo GABAérgico, que forman el 95% de la
poblaciéon del estriado; el otro 5% de la poblacién esta formado por interneuronas de

naturaleza GABAérgica y colinérgica (Brodal, 1992; Kawaguchi, 1997). Se considera

Ruelas A.



Biologia Experimental

que las interneuronas reciben varias entradas excitatorias y contribuyen de manera
importante en la determinacién de si una neurona espinosa de proyeccion dispara o
no (Kawaguchi et al., 1995; Kawaguchi, 1997; Tepper et al., 2004; Gustafson et al.,
2006).

Las células que proyectan a la pars reticulata y compacta de la sustancia nigra
estan segregadas espacialmente en diferentes compartimentos llamados: Matriz (85%
area del estriado) y Parches o estriosomas (15%) (Johnston et al., 1990). La matriz
recibe aferencias de la corteza de asociacién, sensomotora, oculomotora y del tdlamo;

mientras que los estriosomas reciben de la amigdala y de la corteza limbica.

Inmunohistoquimicamente las células positivas a calbindina y a somatostatina
se observan en la matriz, mientras que los receptores a opiodies p, sustancia P y
dinorfina se observan en los parches (Herkenham y Pert, 1981; Gerfen, 1992; Jain et
al, 2001). Las neuronas espinosas medianas que proyectan hacia las células
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y hacia el globo palido
externo (GPe) se encuentran en los parches (Kawaguchi, 1997); mientras que las

colaterales axdnicas que se encuentran en la matriz van hacia el GPe.
Las interneuronas pueden clasificarse en tres grupos (Kawaguchi, 1997):

1.- Interneuronas reactivas a parvalbumina (proteina unidora de calcio) de tipo
GABAérgico o FS (fast-spiking). Su soma tiene un tamafio de 10-35 pm, sus dendritas
se encuentran tanto en parches como en la matriz. In vivo, su disparo es fasico a altas
frecuencias en respuesta a estimulacién cortical en comparaciéon a otras células del
estriado (Kita, 1993). Tienen potencial de reposo més negativo y espigas de menor
duracién (cesan de disparar abruptamente después de un tiempo corto) (Kawaguchi,

1997).
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2.- Interneuronas reactivas a NADPH diaforasa (parecida a la oxido nitrico
sintasa (ONS)), también son positivas a somatostatina, neuropeptido Y, expresan
Calbindina Dzsk (proteina unidora de calcio); de tipo GABAérgico. El tamafio de su
soma es de 10-35 um, sus dendritas se encuentran tanto en parches como en la matriz,
los axones colaterales de estas células se extienden mas que otras clases de células
estriatales; sus dendritas no son tan ramificadas como las colinérgicas o las de
parvalbumina. Son células de disparo de bajo umbral, el potencial de reposo se
encuentra cercano al umbral de disparo, como en las células colinérgicas (Kawaguchi,

1997).

3.- Interneuronas colinérgicas, expresan acetilcolina. De soma grande (20-50
pum) pueden inervar células de la matriz, pero sus dendritas estan presentes tanto en
los parches como en la matriz. Su potencial de reposo se encuentra cercano al umbral

de disparo (Kawaguchi, 1997).

Células de proyeccién: las células principales de proyeccién del ntcleo estriado

forman dos vias conocidas como directa e indirecta.

Via directa y via indirecta

Los axones de las neuronas espinosas medianas que salen del nicleo hacia el
GPi forman la via directa, esta poblacién se caracteriza por la expresion ademas de
GABA, de sustancia P, dinorfina y receptores de dopamina D1 estableciendo sinapsis
que promueven el movimiento. Mientras que los axones que proyectan hacia GPe
forman la via indirecta, esta poblaciéon expresa ademas de GABA, encefalina y
receptores D2 estableciendo sinapsis que inhiben el movimiento (Gerfen, 1992)

(Figura 1).
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Figura 1. Conexiones de los Ganglios Basales (modificado de Zermeto, 2009). El estriado es el nicleo

principal a donde llegan las aferencias glutamatérgicas de la corteza y el tdlamo. Las neuronas
espinosas medianas del estriado envian proyecciones gabaérgicas al globo palido interno (GPi) y la
sustancia nigra reticulata (SNr); el resultado de sus operaciones regresa a la corteza motora via el
tdlamo. Otras neuronas espinosas medianas envian sus proyecciones al globo palido externo (GPe)
que a su vez proyecta al ntcleo subtalmamico (STN); este niicleo proyecta hacia los ntcleos de salida:
el GPi y la SNr. La sustancia nigra compacta (SNc) contiene neuronas dopaminérgicas que proyectan
hacia el nticleo estriado regulando su actividad.

La degeneracion de los GB esta relacionada con enfermedades tales como el
Parkinson, sindrome de Tourett, diascinesias y la corea de Huntington; todas ellas

ocasionan alteraciones de los movimientos voluntarios.
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Enfermedad de Huntington

La Enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo
progresivo, incapacitante, heredable, caracterizado por la presencia de movimientos
incesantes y rapidos (coreas) y demencia. La magnitud de la degeneracién neuronal
conduce a la muerte del paciente. De 4 a 10 personas de cada 100,000 son afectadas
por la EH, y en la mayoria de los pacientes se manifiesta hacia la tercera o cuarta
década de la vida (Hernandez-Echeagaray, 2004; Herndndez-Echeagaray et al., 2010;
Leegwater-Kim y J. Cha, 2004).

Los pacientes con EH presentan una mutacion en el exén 1 del gene IT15 (Hd),
éste codifica para una proteina de 348 kDa llamada huntintina (htt); que en la
mutacion presenta una expansion de tripletes CAG (Citosina-Adenina-Guanina) que
codifican para el aminoacido Glutamina (Brouillet et al., 1999). En la poblacién
normal, el nimero de repeticiones de CAG varia entre 6 y 35; en contraste, los
individuos afectados por la enfermedad de Huntington poseen un nimero elevado
de 40 a 121 repeticiones. Cuando aumenta el ntimero de repeticiones de CAG en el
gene Hd aumenta la probabilidad de desarrollar la enfermedad a edad mas

temprana, la sintomatologia serd més severa y mas corta la esperanza de vida.

Durante el transcurso de la enfermedad la disfuncién intracelular inducida por
la huntingtina mutada conduce a la degeneraciéon progresiva de vias neuronales
importantes y pérdida selectiva de poblaciones estriatales, corticales y de otras
regiones del cerebro (Alberch et al., 2004; Gil y Rego, 2008), en especial, la
degeneraciéon de las neuronas espinosas medianas (NEMs) de la via indirecta
(estriato-palidales) esta relacionada con el desarrollo de la enfermedad de
Huntington (Fusco et al., 2003; Leegwater-Kim y J. Cha, 2004). Una de las causas de la
degeneracion de las neuronas espinosas medianas parece deberse a la pérdida de

factores tréficos, que participan en el mantenimiento de éstas células (Gauthier et al.,

Ruelas A.



Biologia Experimental

2004). El BDNF endoégeno regula el comienzo y la severidad de las disfunciones

motoras y por tanto la degeneracion estriatal (Canals et al., 2004; Zuccato et al., 2001;

2005).

Asi mismo la excitotoxicidad se ha propuesto como el principal mecanismo de
vulnerabilidad que conduce a la degeneracion de las neuronas de proyeccién en la
EH (Beal et al., 1993); principalmente por la activacién de tres tipos de receptores
glutamatérgicos (AMPA, NMDA y metabotrépicos) (Estrada et al., 2008; Gil y Rego,
2008). La activaciéon de los receptores AMPA (Alpha-amino-3-hidroxy-5-Methy-4-
isoxazole Propionic-Acid) induce el flujo de sodio que provoca la despolarizacion de
la membrana, promoviendo la activaciéon de los receptores NMDA (N-Methyl-D-
Aspartic acid), permitiendo la entrada de calcio (Ca?*) a la célula. La activaciéon de los
receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G induce la activacion de segundos
mensajeros como el inositol trifosfato (IP-3) que dispara la liberacion de Ca?*
citoplasmatico. La entrada masiva de calcio a la célula durante la excitotoxicidad
conduce a una sobrecarga de calcio mitocondrial, alterando su actividad y la
producciéon de ATP. La cantidad de calcio intracelular activa enzimas como las
proteasas, endonucleasa o fosfolipasas, especies reactivas de oxigeno (ERO) y
radicales libres que generan una serie de componentes que contribuyen a la
degeneracion de diferentes componentes celulares y a la muerte neuronal (Gil y Rego,

2008). En la Figura 2 se ejemplifica el dafio excitotéxico generado durante la EH.

Estudios bioquimicos han evidenciado la presencia de alteraciones y defectos
en el metabolismo energético debidos a disfunciéon mitocondrial en pacientes con la
enfermedad de Huntington; estos enfermos manifiestan alteraciones en la cadena de
transporte electronico caracterizadas por afectaciéon de sus complejos, especialmente
el I y III, que disminuyen la producciéon de adenosin trifosfato (ATP) e incrementan
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de

nitrégeno (ERN), exceso de excitacién neuronal debido al trastorno del procesamiento
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de glutamato (no hay recaptaciéon de glutamato por las inclusiones de huntingtina)

(Garcia et al., 2002; Gil y Rego, 2008).
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Figura 2. Dafio excitotéxico en la Enfermedad de Huntington (Tomada de Estrada et al., 2008). La
despolarizaciéon de la terminal presindptica permite la entrada de calcio hacia la terminal,
promoviendo la movilizaciéon de las vesiculas y su fusién con la membrana plasmatica para la
liberaciéon de glutamato (Glu) al espacio sindptico. El glutamato activa los receptores AMPA en la
neurona postsindptica, induciendo flujo de sodio y la despolarizacién de la membrana plasmaética. La
liberacién de magnesio que normalmente bloquea los receptores NMDA conduce a la activacion de
estos, induciendo flujo de calcio hacia dentro de la célula. El glutamato es eliminado del medio
extracelular por proteinas especificas localizadas en los astrocitos (GLT y GLAST) y reabsorbido por
las neuronas. El Glu es metabolizado a glutamina en las células gliales por la glutamina sintasa (GS),
posteriormente la glutamina es liberada y absorbida por las neuronas. Cuando el proceso de recaptura
de Glu se ve alterado, éste se acumula y sobreactiva a los receptores AMPA, desencadenando la
entrada masiva de calcio por los receptores NMDA, estimulando entre otras cosas la produccién de
especies reactivas de oxigeno, dafio mitocondrial, oxidacién de lipidos, proteinas y DNA.
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No se tiene conocimiento de la razén por la cual la mutacién en el gene IT15
conduce a la muerte neuronal, sin embargo se ha propuesto que existe estrés
oxidativo y que la pérdida de factores tréficos podrian producir muerte neuronal, ya
que los factores tréficos participan en el mantenimiento y sobrevivencia de las células
(Gauthier et al., 2004). En particular, se sabe que el BDNF controla el crecimiento,
desarrollo, diferenciaciéon y mantenimiento de algunas poblaciones neuronales (Chao,
2003; Binder y Scharfman, 2004; Zuccato y Cattaneo, 2007) y en el nucleo estriado
(Zuccato et al, 2001). El BDNF puede participar en la plasticidad sinaptica,

modulando la transmisién sindptica en los circuitos neuronales (Poo, 2001).

Modulacién de la transmision sindptica

El 4cido vy-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor
predominante en el sistema nervioso central en adultos y juega un papel fundamental
en el equilibrio entre la excitacién neuronal y la inhibicién (Purves, 1998). Los
receptores GABA (GABAAR) estan ligados a canales i6nicos que median la mayor

parte de la neurotransmisién inhibitoria en el cerebro.

La modulacion de la transmision sindptica desemperfia un papel importante en
el control de entrada, asi como de salida de las neuronas espinosas medianas de
proyeccion. La eficiencia de la transmisién sinaptica puede modificarse a través de
diferentes tipos de moléculas llamadas neuromoduladores (Purves, 1998). Los
neuromoduladores acttian uniéndose a receptores metabotrépicos o de tipo tirosina
cinasa (Trk) que activan diversas vias de sefalizaciéon interna que traen como
consecuencia el incremento o disminucién de la respuesta sindptica mediada por un

neurotransmisor (Poo, 2001).
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Las sinapsis en el estriado estan sujetas a la modulacién sinaptica que pueden
incluso producir plasticidad de corto plazo, incluidas las modificaciones de la funcién
de los canales i6nicos y liberaciéon del neurotransmisor. Dos formas de plasticidad
sindptica a largo plazo también se han observado en el estriado: potenciacién a largo

plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD) (Purves, 1998).

La plasticidad de corto plazo generada por el uso del protocolo de pulso
pareado se basa en la teoria del calcio residual que modifica la probabilidad de
liberacién del neurotransmisor (Katz y Miledi, 1968). Este protocolo de estimulacién
permite saber si los cambios en la amplitud de las corrientes sindpticas después de
administrar un modulador son debidos a modificaciones presindpticas (cambios en la
liberacién del neurotransmisor) o postsindpticas (cambios en la conductancia de los
canales idnicos asociados a receptores, expresion de los receptores, etc.) (Katz y

Miledi, 1968).

Las poblaciones neuronales, como las del ntcleo estriado son preservadas
gracias a la disposicion de cantidades limitadas de factores tréficos, que también
participan durante el desarrollo embrionario. Un grupo de factores tréficos, llamado
neurotrofinas también participan en estas funciones y en la modulaciéon de la
transmisiéon sindptica (Poo, 2001; Huang y Reichardt, 2001; Lessman, et al., 2003;
Skaper, 2008).

Neurotrofinas

Los factores troficos son proteinas que se encuentran naturalmente en el
organismo, éstas promueven la sobrevivencia de poblaciones neuronales especificas,
estimulando su diferenciacion morfolégica y regulando su expresién génica a través
de la interaccién con receptores celulares especificos que a su vez interactian con

diversos tipos de sistemas de segundos mensajeros (Huang y Reichardt, 2001; Skaper,
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2008). Las neuronas secretan cantidades limitadas de factores tréficos de manera que
estas son inervadas por otras neuronas, asegurando un balance entre la talla y la

cantidad de inervaciones de las poblaciones neuronales (revisado en Purves, 1988).

Las neurotrofinas son un tipo de factores tréficos que se encuentran
distribuidos principalmente en el Sistema Nervioso. Se han caracterizado cuatro
neurotrofinas en mamiferos: NGF (Nerve Growth Factor), BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor), NT-3 (Neurotrphin 3), NT-4/5 (Neurotrophin 4/5); mientras
que las NT-6 (neurotrofina 6) y la NT-7 (neurotrofina 7) solo han sido aisladas en
peces. Todas se derivan de un gen ancestral comun, poseen secuencias y estructura
similar. Generalmente funcionan como homodimeros asociados no covalentemente,
algunas subunidades pueden formar homodimeros con subunidades de otras

neurotrofinas (Huang y Reichardt, 2001; Skaper, 2008).

La neurotrofina producto de la activacién de sus genes, incluye una secuencia
sefial y un pro-dominio, seguido de la secuencia de la neurotrofina madura. La
actividad de la neurotrofina estd regulada por proteasas responsables de la
conversion de las pro-neurotrofinas a neurotrofinas maduras (Skaper, 2008). Las pro-
neurotrofinas se unen con gran afinidad al receptor p75NTR (p75 neurotrophin
receptor), y pueden activar vias de sefializacién controladas por este receptor, que en

muchas ocasiones resulta en la promocién de muerte por apoptosis (Lee et al., 2001).

Mecanismos de sefializacion mediados por receptores

Cada uno de los factores tréficos acttia sobre su receptor modulando varias
vias de sefializacién entre las que se encuentran: vias de proliferacion, sobrevivencia,
crecimiento axonal y dendritico, remodelamiento y ensamblaje del citoesqueleto,
fusiéon y trafico de membrana, formacién y funcionamiento sindptico; también

modulan la expresion y actividad de varias proteinas funcionales como canales
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ibnicos y receptores de neurotransmisores en todas las poblaciones neuronales

(Huang y Reichardt, 2001; Huang y Reichardt, 2003).

La activaciéon de los receptores ocurre mediante la unién y dimerizacién de las
neurotrofinas a cada uno de ellos en los dominios transmembranales de los
receptores. NGF activa especificamente a TrkA; BDNF y NT-4 son especificos del
receptor TrkB; NT-3 activa a TrkC, que también puede activar menos eficientemente a
los otros dos receptores (Huang y Reichardt, 2001). Existe otro tipo de receptor al cual
son afines todas las neurotrofinas, el receptor p75NTR; la presencia de este receptor

promueve el transporte retrégrado de las neurotrofinas (Curtis et al., 1995).

Cada receptor contiene 10 residuos de tirosina conservados evolutivamente en
sus dominios citoplasmaéticos, de los cuales, tres de ellos estan presentes en el asa
autoregulatoria que controla la actividad de la tirosina cinasa (Stephens et al., 1994);
mientras que en los dominios extracelulares cada receptor contiene dominios ricos en
cisteina y leucina (Skaper, 2008). La fosforilaciéon de estos residuos activa el receptor,
promoviendo la sefializacion mediante la creaciéon de sitios de acoplamiento para
adaptar proteinas que contengan secuencias de reconocimiento PTB
(phosphotyrosine-binding) o SH-2 (src-homologo-2) (revisado en Huang y Reichardt,
2001). Las principales vias activadas por los receptores Trk son las vias Ras/ERK, la
via de sefalizacion de PI-3 (phosphatidilinositol-3-cinasa), y la via de PLC-yl
(fosfolipasa C-y1). La activacion de estas vias se ejemplifica en la Figura 3 (Huang y

Reichardt, 2003).
Sefnalizacion Ras-MAP cinasas

La activaciéon de Ras promueve la sobrevivencia de las neuronas por la
activacion de la PI-3 cinasa o a través de la activacion de la familia ERK (Extracellular
signal-regulated kinase) de las MAP (mitogen activated protein) cinasas. La

activacion de las vias de las MAP cinasas ha sido asociada con la proliferaciéon
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promovida por la respuesta inducida al aplicar neurotrofinas. La activaciéon de Ras
también puede ser facilitada por la fosforilaciéon dependiente de neurotrofina y la

activacion del factor liberador de la proteina Ras-G (RasGRF1) (Skaper, 2008).
Senalizacion PI-3 cinasa

La activacién de la fosfatidil-inositol-3-cinasa es esencial para la sobreviencia
de muchas poblaciones neuronales. Los fosfoinositidos generados por la PI-3 activan
la proteina cinasa Akt (también conocida como proteina cinasa B) y la RAC-PK
(proteina cinasa A y C). La Akt fosforilada controla las funciones biolégicas de varias
proteinas importantes en la modulacién de la sobreviencia celular y regula varios

factores de transcripcion (Huang y Reichardt, 2003; Skaper, 2008).
Sefializacion PLC-y1

La fosforilacion del residuo Y785 en TrkA se ha visto que recluta directamente
a la PLC-y1l, que es activada por la fosforilacion y posteriormente se hidroliza
formando fosfatidil inositol para generar inositol tri-fosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). El IP3 induce liberaciéon de Ca2* de reservorios intracelulares, incrementando
los niveles de Ca?* citoplasmatico; mientras que el DAG estimula isoformas de la
proteina cinasa C, lo que resulta en la activacion de varias enzimas reguladas por las
concentraciones de calcio, incluida la Ca?*-calmodulin-cinasa y fosfatasas de calcio

(Huang y Reichardt, 2003).
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Figura 3. Mecanismos de Sefializacién de las Neurotrofinas (Tomada de Skaper, 2008). Interaccion del
NGEF con su receptor Trk y las principales vias de sefializacién activadas. La unién de la neurotrofina a
los receptores Trk conduce a su dimerizacién y autofosforilacién. El vinculador Shc se une al residuo
Y490 de Trk y a un complejo Grb2-SOS. SOS es un factor de intercambio de nucleétidos que activa Ras
mediante la sustituciéon de GDP con GTP. La Ras activada interactia directamente con la serina-
treonina-cinasa Raf. La activacién de Raf conduce a la activacién secuencial de MEK. MAPK se
transloca al nucleo, donde fosforila factores de transcripcién, que promueven la diferenciacion
neuronal. La activacién de PI-3 cinasa a través de Ras o Gabl promueve la supervivencia y el
crecimiento de las neuronas. La activacion de PLC-y1 resulta en la movilizacién de Ca?* citoplasmatico
y activaciéon de la proteina C (PKC) que promueven la plasticidad sinaptica.

La activacién de los receptores Trk regula la expresion y actividad de canales
iénicos, receptores de neurotransmisores y otros receptores del tipo tirosina cinasa.
La activacién del receptor Trk también modula la endocitosis y exocitosis de vesiculas
sindpticas. Algunos de estos efectos son observados de segundos a minutos, donde
ciertamente no requieren de la sintesis de proteinas de novo, aunque también
controlan la expresién génica a través de regular factores de trascripcion (Huang y

Reichardt, 2003).
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En la superficie celular los dominios de receptores Trk son ricos en areas de
caveolinas; una vez que se han unido las caveolinas a sus ligandos se estimula la
internalizacion de los receptores Trk a través de la formacién de depresiones en la
membrana revestidas de clatrina y por macropinocitosis en la superficie celular.
Después de la internalizacién, las neurotrofinas son localizadas junto con sus
receptores Trk en endosomas, que también contienen intermediarios de sefalizacion
como Shc y PLC-yl. El transporte retrégrado de estos endosomas proporciona un
mecanismo mediante el cual la neurotrofina puede transmitir sefiales al soma celular

y nucleo (Huang y Reichardt, 2003).

El BDNF juega un papel importante en el mantenimiento y plasticidad
sindptica de las poblaciones neuronales del ntcleo estriado a continuacién se

describen sus caracteristicas mas relevantes.

BDNF

El BDNF y su receptor TrkB estan ampliamente expresados durante el
desarrollo embrionario y en el adulto. Existen dos vias para su secreciéon (i) la via
regulada, que emplea la exocitosis dependiente de Ca?* de los granulos secretores y
(ii) la via constitutiva, que emplea distintos tipos de vesiculas que liberan su
contenido de manera predeterminada cuando alcanzan la membrana plasmaética
(Lessmann y Brigadski, 2009). Puede actuar de manera paracrina (sobre la célula
blanco) o autocrina (sobre la célula que lo libera), también sus niveles de expresion
son regulados por la actividad neuronal (ver Figura 4) (Acheson et al., 1995; Robinson

et al., 1996; Lessmann, 1998; Lessmann et al., 2003; Lu, 2006).
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En las neuronas corticales que proyectan hacia el estriado se ha visto que el
transporte del BDNF ocurre de manera anterégrada, ya que la neurotrofina viaja a
través de los axones corticales para ser liberado en el estriado (Altar et al., 1997;
Lessmann y Brigadski, 2009). El BDNF se encuentra almacenado dentro de una via
regulada de secrecion por lo tanto es necesario el incremento de la actividad neuronal
para activar el factor de transcripcion del gen e incrementar la secrecién de la
proteina BDNF; también la expresiéon de su receptor TrkB esta regulada por la
actividad neuronal (Lu, 2006). Varios promotores controlan la expresiéon del mRNA
de BDNF, uno de ellos esta regulado por Ca?* que actta a través de la proteina cinasa
IV dependiente de la calcio calmodulin-cinasa que fosforila y activa el factor de

transcripcion CREB (cAMP response element-binding) (Tao et al., 1998).

Transporte Anterogrado

accién autocrina paracrina
Golgi o > s
\/— + ° %}.
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(neurona
postsinaptica)
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Figura 4. Mecanismo de liberacién y de accién del BDNF en las sinapsis corticoestriatales (Tomado de
Lessmann, 2003). Las vesiculas de BDNF son transportadas desde el soma celular hasta las terminales
axonicas de las neuronas que sintetizan el BDNF (corticales). Siguiendo la liberacién presinaptica, las
acciones del BDNF pueden ser paracrina o autocrina, dependiendo de los sitios de expresiéon del TrkB
en las neuronas espinosas medianas.
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Bajas concentraciones de BDNF y NT-4 activan conductancias de sodio asi
como de glutamato en rebanadas de hipocampo, corteza, giro dentado, corteza visual
y cerebelo (Akaneya et al., 1997; Carmignoto et al., 1997; Lessmann y Heumann, 1998;
Koyama et al., 2004). Las espinas dendriticas parecen ser un sitio exclusivo para la
activaciéon rapida de los canales de Ca?* por el BDNF, que en conjunto con los
receptores NMDA inducen LTP. Varios grupos han observado que las neurotrofinas
incrementan el calcio intracelular y potencian la transmisién sinaptica a través de la
via de la PLC-y1 mediante la generacion de IP3, que resulta en la liberacién de calcio

intracelular (Carmignoto et al., 1997; Zhang y Poo, 2002; Koyama et al., 2004).

Se ha demostrado que el BDNF disminuye las corrientes inhibitorias
postsinapticas en las células piramidales CA1l (Tanaka et al., 1997, Frerking et al.,
1998). Se ha demostrado también que el BDNF afecta la funcién de los receptores
NMDA en cultivos de neuronas del hipocampo, aumentando la probabilidad de

apertura de los canales de Ca2* acoplados a dichos receptores (Levine et al., 1998).

Los factores tréficos previenen la muerte celular en procesos degenerativos. De
esta forma, la regulaciéon endégena de la expresion de los factores tréficos y sus
receptores en el estriado y en sus conexiones pueden ser importantes para la
proteccion de las células estriatales y mantener la conectividad de los ganglios basales
(Alberch, 2004). La ausencia o disminuciéon de factores tréficos puede llevar a la
degeneracion de los sistemas, que se ve reflejado en la aparicion de enfermedades
neurodegnerativas. Algunos desordenes del movimiento son originados por procesos
degenerativos en los ganglios basales. En particular el proceso neurodegenerativo

observado en la EH provoca disfunciones cognitivas y motoras.
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Existen varios modelos animales que imitan los sintomas neurobiolégicos y
clinicos de la EH que nos pueden ofrecer una aproximacién alternativa para el
desarrollo de nuevas terapias y entender el proceso degenerativo de la enfermedad. A
continuaciéon se mencionan algunos modelos farmacolégicos en ratones que se

utilizan para imitar los sintomas de la EH.

Modelo Farmacoldgico de la enfermedad de Huntington

Los primeros estudios se llevaron a cabo provocando lesiones excitotéxicas en
corteza, hipocampo y estriado con la infusién de acido kainico (KA), 4cido iboténico
(IA) o acido quinolinico (QA). Si bien estas manipulaciones han reproducido la
mayoria de los sintomas y cambios patolégicos observados en la enfermedad, no toda
la fisiopatologia se reproduce (Borlongan et al., 1995, 1997a, 1997b; Garcia-Ramos et
al, 2007; Ttnez y Santamaria, 2009). La administracion sistémica del acido 3-
nitropropionico (3-NP) provoca atrofia estriatal y alteraciones en la actividad motora
reflejada en periodos de hiperactividad, seguidos por hipocinecia (Borlongan et al.,
1995), y distonia (Garcia et al., 2002) sintomas parecidos al déficit motor observado en

la enfermedad.

El 3-NP es un inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa (SDH),
inhibe tanto al ciclo de Krebs como al complejo II mitocondrial de la cadena
respiratoria al unirse covalentemente al sitio activo de la SDH en vez de su sustrato
enddgeno, el acido succinico (Coles et al., 1979; Ludolph et al., 1991; Huang et al.,
2006). Es una toxina que produce naturalmente la planta Indigofera endecaphylla Jacq.
(Coles et al., 1979), algunas especies del género Astragalus (hierbas), y del género
Arthrinium (hongos) (revisado en Wei et al., 1994). La oxidacioén del 3-NP por la SDH
resulta en la formacién de 3-nitroacrilato que reacciona con un grupo tiol (-SH) en el
sitio activo de la enzima formando un complejo irreversible con la SDH (Coles et al.,

1979). La toxina, cuando es consumida accidentalmente por animales o humanos
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genera necrosis bilateral en el putamen, distonia como las observadas en pacientes
con EH (Ludoph et al., 1991). La administraciéon de esta toxina mitocondrial es
suficiente para reproducir algunas de las alteraciones patofisiolégicas de la EH y ha
servido para dilucidar algunos mecanismos celulares de dicha patologia (Beal et al.,

1993; Fu et al., 1994; Wiillner et al., 1994; Saulle et al., 2004).

La administracion de 3-NP provoca la despolarizacion de la membrana
mitocondrial, que conduce a una sobrecarga de Ca?* mitocondrial alterando su
actividad y disminuyendo la produccién de ATP (Nasr et al., 2003; Rosenstock et al.,
2004; Saulle et al., 2004), la disminucién en la produccion de ATP lleva a la
despolarizaciéon de la membrana citoplasmatica provocando la apertura de los
receptores a glutamato dependientes de voltaje (NMDA) y la activaciéon de canales
i6nicos permitiendo la entrada masiva de Ca?*; también la entrada masiva de calcio
estd involucrada en la liberacion del citocromo ¢, Smac/DIABLO del espacio
intermembranal de la mitocondria, responsables de la activaciéon de caspasas que
pueden producir apoptosis, la Figura 5 ejemplifica este proceso (Rosenstock et al.,
2004; Saulle et al., 2004; Duran-Vilaregut et al., 2010, Rodriguez et al., 2010). También
hay produccién anormal de especies reactivas de oxigeno (ERO) como radicales
hidroxilo y superéxido (Bacsi et al., 2006, Rodriguez et al., 2010), genera NO
directamente como donador e indirectamente al aumentar la expresion de NOS
(Deshpande et al., 2006) que pueden conducir a la destruccién de receptores de la

membrana celular y el citoesqueleto (Nishino et al., 1997; Brouillet el al., 2005).
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Figura 5. Dafo excitotéxico provocado por la administraciéon del acido 3-nitropropiénico (3-NP). La
administracién de 3-NP produce dafio mitocondrial liberdndose calcio al citosol, este calcio provoca la
liberacién de proteinas responsables de la activaciéon de casapasas que conducen a la muerte neuronal.
El calcio activa a PKC que fosforila a los receptores AMPA y NMDA incrementando su conductancia,
hay mas flujo ionico de sodio y calcio, esto conduce a una despolarizacion de la membrana
sobreactivando los receptores AMPA y NMDA. La entrada masiva de calcio induce produccién de
especies reactivas de nitrégeno, que conduce a dafio por estrés oxidativo provocando muerte neuronal.

El potencial de membrana es mantenido gracias a la actividad de la bomba de
Na+/K+ ATPasa, el cual puede colapsar durante las condiciones limitadas de ATP,
despolarizando la membrana y provocando la activacién de los receptores NMDA,
que son activados por glutamato. Algunas caracteristicas producidas por la
administraciéon del 3-NP son cambios en las espinas de las dendritas, el grosor de la
dendrita y sus ramificaciones (Brouillet et al., 1993; Beal et al., 1993), muerte de
astrocitos (involucrados en la recaptura de glutamato), y disfunciéon de la barrera
hematoencefdlica (Nishino et al., 1997). También se observa vulnerabilidad
dependiente de la edad, conducida por un estrés oxidativo que induce apoptosis

(Kim y Chan, 2001), fragmentaciéon del DNA, necrosis y apoptosis provocadas por las
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concentraciones de calcio mitocondrial y citosélico y por la activacién de calpaina

(Nasr et al., 2003).

En el laboratorio hemos observado que el 3-NP ademés de producir muerte
celular de tipo apoptoética, genera necrosis e incluso autofagia en el nicleo estriado
(Rodriguez et al.,, 2010), también hemos documentado que estas alteraciones se
acompafan de dafio estructural en el musculo esquelético debido a un incremento de

NO y oxidacion de lipidos (Herndndez-Echeagaray et al., 2010).

Ruelas A.



Biologia Experimental

JUSTIFICACION

Se sabe que los factores troficos modulan la transmision sinaptica en los
circuitos neuronales; por ejemplo, el BDNF modula la transmisién sindptica en
hipocampo, corteza visual y cerebelo (mencionado anteriormente). No existen
trabajos en los que se evaltie la modulaciéon que ejerce ésta neurotrofina sobre las
corrientes sindpticas GABAérgicas de las neuronas espinosas medianas en el estriado,
por lo que en este trabajo se evalu6 in vitro la modulacién de la plasticidad sindptica
GABAérgica estriatal de corto plazo inducida por el BDNF en condiciones normales y
en el modelo de la enfermedad de Huntington inducido por la administracién de 3-
NP. Asi mismo, para tener un correlato conductual e histolégico de las posibles
alteraciones electrofisiologicas, se evaluaron algunos parametros de la conducta
motora espontanea y la expresion inmunocitoquimica del factor tréfico y de su
receptor TrkB en animales experimentales, quienes se compararon con su grupo

control.
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HIPOTESIS

Conociendo que existen alteraciones en la poblacién neuronal del estriado
debido a la administracién de la toxina 3-NP, es posible que exista una modificaciéon
en la modulaciéon de la plasticidad sindptica GABAérgica inducida por el BDNF

comparada con aquella proveniente de rebanadas de cerebro de ratones control.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la modulacién de la plasticidad sindptica de corto plazo GABAérgica
estriatal inducida por el BDNF en condiciones control y en un modelo murino de la

Enfermedad de Huntington.
Objetivos particulares

e Estudiar la modulacion del BDNF en la plasticidad sinaptica
GABAérgica estriatal en condiciones control.

e Estudiar la modulacion del BDNF en la plasticidad sindptica
GABAérgica estriatal en el modelo farmacolégico de la EH.

e Estudiar los cambios en la expresiéon de la neurotrofina BDNF y su
receptor TrkB en condiciones control y en el modelo farmacolégico de la
EH en el estriado

e Evaluar la conducta motora espontdanea en campo abierto de los ratones

en condiciones control y con el tratamiento farmacolégico.
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METODOLOGIA
Tratamiento de ratones con 3-NP

Se usaron ratones macho de la cepa C57/BL6 de 30 dias de nacidos al inicio del
experimento. El grupo control se le administré el vehiculo del farmaco (PBS) y a los
ratones experimentales se les administré la toxina 3-NP a una concentracion de 15
mg/Kg de peso durante cinco dias, los registros electrofisiologicos y la evaluacion de

conducta se realizaron 48 horas después de la administracién de la tltima dosis.
Registros electrofisiol6gicos

Para realizar los registros electrofisiol6gicos los ratones se anestesiaron con
éter, se decapitaron y sus cerebros se disectaron rapidamente y se colocaron en un
vaso de precipitados que contenia solucién salina isoténica fria (4°C) compuesta de:
130 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM CaCl;, 2 mM MgCl;, 26 mM NaHCOs, 10 mM
Glucosa, saturada con una mezcla de 95% Oz y 5% CO2 con una osmolaridad de 300
mOms por litro y un pH de 7.4. Posteriormente el cerebro se transfirié a una camara
de un vibratomo (vibroslicer Pelco, TedPella) que contenia la soluciéon previamente
descrita. Se obtuvieron cortes sagitales (300 pm de espesor) y se colectaron en un vaso
de precipitados que contenia la solucién previamente descrita; la cual se mantuvo

siempre oxigenada con una mezcla de 95% Oz y 5% COa.
Registro Celular

Las neuronas espinosas medianas del estriado se visualizaron con la ayuda de
un microscopio de contraste diferencial e iluminacién infrarroja (BX51, Olympus,
Inc). Las corrientes sindpticas GABAérgicas estriatales de las neuronas espinosas
medianas se registraron utilizando la técnica de registro de célula tnica con la
configuracion de fijaciéon de voltaje (-70mV). Se emplearon electrodos de borosilicato

(4-5 Q de resistencia) que se llenaron con la siguiente soluciéon: 72 mM KH2POs, 36
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mM KCL, 2 mM MgCl, 10 mM HEPES, 1.1 mM EGTA, 0.2 mM Na2ATP, 0.2 mM
NaxGTP. La sefial electrofisiolégica GABAérgica se amplificé (Axopatch 200B; Axon
Instruments / Molecular Devices Corp.) y se adquiri6 en linea, filtrada a 1-5 KHz con
ayuda del programa de andlisis de adquisicién pClamp 9.1 con una interfase en serie

Digidata 1322A (Axon instruments/ Molecular Devices Corp.).

Para estudiar las corrientes sinapticas GABAérgicas provenientes de los axones
de las interneuronas, las neuronas espinosas medianas que se registraron en la
configuracion de célula tnica en fijacion de voltaje, se estimularon con un electrodo
bipolar concéntrico de 25p de didmetro colocado dentro del estriado aplicando el
protocolo de pulso pareado, con una separacion entre estimulos de 70ms. Para
registrar tnicamente la actividad GABAérgica se administraron los bloqueadores
glutamatérgicos 2-amino-5-phosphonovaleric acid (AP5) a una concentracién de

50uM y 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2, 3-dione (CNQX) a una concentracién de 10 pM.

Una vez aislada la respuesta sinaptica GABAérgica, ésta se grabd por 10
minutos aproximadamente como control, al término de este tiempo se afiadié6 BDNF a
una concentraciéon de 50 ng/ml a flujo constante de la solucién previamente descrita
de 1- 1.5 ml/min. El BDNF fue reconstituido en agua destilada (10pg/ml) y
mantenida en refrigeracion a -20°C de acuerdo a las indicaciones del vendedor
PeproTech México (ver Anexo 1). Durante el registro la solucién stock de BDNF fue

diluida en la solucién ringer para obtener una concentracién final de 50 ng/ml.
Protocolo de Pulso Pareado

La Facilitacion por Pulso Pareado (FPP) es una forma de plasticidad sinaptica
de corto plazo resultado de la probabilidad de liberacién del transmisor en respuesta
a dos estimulos dados muy cercanos en el tiempo (Katz y Miledi, 1968). Este
fenémeno se da como consecuencia de la sumacién de la entrada de Ca?* por la

estimulacion de la terminal sindptica con dos estimulos de la misma intensidad pero
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separados por algunos milisegundos entre ellos. De esta forma el primer estimulo
produce la liberacion de una determinada cantidad de neurotransmisor por la
entrada de calcio a la terminal presinaptica; si el segundo estimulo se da en una
ventana de tiempo en la que el calcio que entr6 por la primera estimulacién no se ha
amortiguado, se genera un incremento en las concentraciones de Ca2?* por sumacién
con el calcio residual del primer estimulo, como consecuencia, hay un aumento en la
probabilidad de liberaciéon del neurotransmisor (Katz y Miledi, 1968). Si la
estimulacién inicial fue demasiado grande el calcio que entra con el primer estimulo
agota el contenido de vesiculas que contienen al neurotransmisor, de tal manera que
cuando viene el segundo estimulo no hay mas neurotransmisor que liberar y se
genera depresiéon por pulso pareado. Un cambio en la relacién de la respuesta
sindptica evocada por el pulso pareado es generalmente aceptado como una
indicacion de modificaciones presindpticas de la transmisién sindptica (como
crecimiento o disminucién de la liberacién del neurotransmisor) (Katz y Miledi,

1968).
Evaluacién conductual

Para documentar posibles alteraciones conductuales en nuestro modelo de EH
se usaron dos grupos de ratones, uno control y otro al que se les administré 3-NP; al
séptimo dia se les evalu6 la conducta. Al grupo control se les administré solucion
salina durante cinco dias y se les sacrificé a los 7 dias, el mismo dia en que se les
evalu6 la conducta motora. Al grupo experimental se le inyecté6 3-NP a una
concentraciéon de 15mg/kg de peso durante cinco dias y se le sacrificé al séptimo, el

mismo dia en que se evalu6 la conducta.

La evaluaciéon de la conducta se realiz6 utilizando una caja de acrilico con
superficie cuadrada de 50 cm y paredes de 30 cm de altura aproximadamente, con

sensores infrarrojos. La mediciéon de variables se realiz6 de manera simultdnea. Se
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utilizé el software VERSADAT version 3.02-1E7E (ACCUSCAN INSTRUMENTS
INC.).

El software colecta y analiza inmediatamente después de colocar al ratén en la
caja los datos obtenidos por los sensores infrarrojos. El software estd programado
para colectar datos en intervalos de cinco minutos durante 30 minutos, los resultados
se muestran como el promedio de los seis intervalos. Los datos colectados de la
actividad locomotora del ratén durante este tiempo fueron: actividad horizontal,
actividad vertical, distancia total recorrida, distancia recorrida en el margen, distancia
recorrida en el centro, tiempo en descanso, tiempo en movimiento, tiempo ocupado
en realizar actividad vertical, tiempo de permanencia en el margen, tiempo de
permanencia en el centro, tiempo ocupado en realizar movimientos estereotipados,

numero de movimientos totales.
Inmunohistoquimica

Los cerebros de los animales evaluados conductualmente se utilizaron para
evaluar inmunocitoquimicamente la expresién del BDNF y su receptor (TrkB). Para la
obtencion del tejido los animales fueron anestesiados con pentobarbital (45mg/kg de
peso) y prefundidos con solucién salina (NaCl 0.15 M) seguida de una solucién de
paraformaldehido (4%) en amortiguador de fosfatos (pH 7.4, 0.1M). Los cerebros se
extrajeron y postfijaron en el mismo fijador durante dos horas a temperatura
ambiente, posteriormente se trasladaron a una solucién de sacarosa (30%) para
crioproteccion. Los cerebros fueron congelados en 2-metilbutano frio para su corte

posterior.

En un criostato se obtuvieron rebanadas coronales de 35 um, manteniendo
temperatura de congelacién de -21°C, las rebanadas se colectaron de forma secuencial
en buffer con 3% de albamina de suero bovino, 0.1% de Triton X-100 y 0.025% de

azida sodica (suero de bloqueo). Posteriormente se llevé a cabo el protocolo de
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inmunohistoquimica para observar los cambios en la expresion de receptor a

neurotrofina TrkB, también se observé el cambio en la expresiéon de la neurotrofina

BDNEF.

Los cortes obtenidos en el criostato se incubaron con el suero de bloqueo toda
la noche a 4°C. Posteriormente se incubaron con anticuerpos primarios contra BDNF
diluido 5:500; TrkB diluido 1:1000 en suero de bloqueo, se incubaron durante 24 horas
a 4°C en agitacion. Se realizaron tres lavados con suero de bloqueo (15 minutos cada
uno), después fueron incubados durante 90 minutos a temperatura ambiente con
anticuerpo secundario biotinilado (anticonejo) diluido en suero de bloqueo (1:500).
Posteriormente se realizaron tres lavados con solucién PB. La actividad fue revelada
con el Kit DAB (Vector). Para el control de tinciéon IHC, el anticuerpo primario se
omiti6 y el tejido fue procesado con el mismo procedimiento descrito anteriormente.
Las rebanadas fueron montadas en portaobjetos con gelatina y cubiertas con

Permount.

Las imagenes de las secciones dorsal del estriado de los animales control y
tratados fueron capturadas y cuantificadas utilizando un sistema de andlisis de
imagen (Image J 1.41° del NIH). Las células inmunopositivas se contaron en cuatro
campos seleccionados aleatoriamente. El ntimero de células contadas por campo

fueron promediadas por animal y después por grupo.
Analisis estadistico

Las diferencias significativas entre medias de los grupos control y tratados con
3-NP se determinaron mediante la prueba t de student no paramétrica. Los datos son
expresados en Media + SEM. Un valor de p< 0.05 fue considerado significativamente
diferente. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando GraphPad Prism 5 para

Windows (version 5.02) y Sigma Stat 2.03, Inc.
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RESULTADOS
Registros Electrofisiolégicos de la Actividad GABAérgica Estriatal

Los registros de las corrientes sindpticas GABAérgicas se obtuvieron
estimulando zonas dentro del estriado, y registrando con fijacién de voltaje en célula
completa. Todos los registros se realizaron en presencia de los inhibidores
glutamatérgicos especificos CNQX (10uM) y AP5 (50uM) para poder aislar la
actividad GABAérgica. En la Grafica 1 se muestra una curva representativa
intensidad amplitud de un registro. Esta se obtuvo con el fin de conocer la
estimulacion necesaria para obtener la mitad de la amplitud maxima de la respuesta
poblacional del estriado, y de esta manera no saturar la respuesta y poder observar

los cambios en la amplitud de la respuesta debidos a la administracién de BDNF.
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Grafica 1. Curva intensidad-amplitud (voltaje vs. amplitud de la espiga poblacional Si). En A se

muestra la gréfica correspondiente a la curva intensidad-amplitud, donde se graficaron las amplitudes
obtenidas con cada estimulo dado. El cuadro rojo representa la intensidad a la cual se obtuvo la
amplitud media de la respuesta sindptica gabaérgica. En B se muestran los trazos representativos de
las amplitudes obtenidas con cada estimulo.
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Una vez obtenida la estimulacién para obtener la mitad de la amplitud
maxima se procedio a realizar un registro utilizando esta estimulacion, en este caso se
graban 10 minutos de tiempo control para observar que la respuesta de la poblacion

se mantiene estable y posteriormente se le aplicé el tratamiento farmacolégico (BDNF

50ng/ml).

En la grafica 2 se muestra el curso temporal de la respuesta sindptica
GABAérgica grabada durante 20 minutos aproximadamente, en donde no se le
administré el BDNF, ésta grafica representa un control de duracién larga donde
observamos que la amplitud de la respuesta GABAérgica se mantiene estable a lo
largo del tiempo, de esta manera se constata que los registros se hicieron con células
sanas que no presentaban variabilidad a lo largo del tiempo. Todos los registros se
realizaron en presencia de los inhibidores glutamatérgicos especificos CNQX (10pM)

y AP5 (50uM).

Ruelas A.



Biologia Experimental

CNGX (10uM) AP5 (S0uM)

150

100 4 i'}ilili]’!!i!iiii

% Amplitud

50 =

o 1 N ] ! ]
¥ 10 20

Tiempo [min)

Grafica 2. Porcentaje de cambio de la respuesta poblacional a lo largo del tiempo (promedio + SEM).
Los registros fueron hechos en presencia de los inhibidores glutamatérgicos especificos CNQX (10uM)
y AP5 (50uM).

Ruelas A.

o8}

N



Biologia Experimental

Efecto del BDNF en las corrientes sinapticas GABAérgicas en condiciones control

En la Grafica 3 se muestra la respuesta de las corrientes sinapticas
GABAérgicas antes, durante y después de la administracion del BDNF (n=3) en
condiciones control. Los primeros 15 minutos corresponden a tiempo control, que fue
normalizado al 100 por ciento, durante el cual se observa que la respuesta poblacional
se mantuvo estable, posteriormente se agreg6 al bafio de la camara de registro el
BDNF (50ng/ml). Durante todo el registro se aplicé continuamente al bafio
inhibidores glutamatérgicos CNQX (10upM) y APV (50uM) para poder aislar las

corrientes sindpticas GABAérgicas.

La amplitud de las corrientes sindpticas GABAérgicas disminuy6 44 +14%
respecto al control; como observamos en la Grafica 3 el efecto del BDNF es reversible
al término de su administraciéon. La disminucién en la amplitud de las corrientes
sindpticas GABAérgicas fue estadisticamente significativa (P= 0.03), por lo tanto el
BDNF en condiciones control disminuye la amplitud de las corrientes sindpticas

GABAérgicas (Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto del BDNF sobre la amplitud de las corrientes sindpticas GABAérgicas estriatales en
condiciones control. (A) Disminucién de la amplitud de las corrientes sindpticas GABAérgicas en la
primera espiga (S1), la disminucion fue del 44 +14%. (B) Trazos representativos de las corrientes
inhibitorias: 1 antes y 2 después de administrar el BDNF. 1+2 es la sobreposicién de los trazos 1y 2. El
BDNF se administré a una concentracién de 50 ng/ml.

Se evalu6 el cociente de la amplitud de la segunda espiga y la amplitud de la
primera espiga (S2/S1) producidas por el protocolo de pulso pareado (aplicando dos
estimulos dados cercanos en el tiempo de 70 ms), encontramos que hubo incremento
en el cociente después de haber administrado el BDNF (antes 1.034 £0.107 vs. después
1.253 £ 0.133); este incremento es reflejo de la disminucién en la eficacia sindptica
GABAérgica después de haber administrado el BDNF (Grafica 4); sin embargo el
incremento no fue estadisticamente significativo (p=0.268) con respecto al control.
Como ambas corrientes cambiaron pero no se modificé la relaciéon del pulso pareado,
sugiriendo que la disminucion de las corrientes sindpticas GABAérgicas es mediada

por mecanismos postsinapticos.
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Grafica 4. Facilitacion (S2/S1) antes y después de la administracion del BDNF, de registro unicelular
proveniente de rebanadas de ratones control. Los cuadros negros representan cada uno de los registros
obtenidos; mientras que los cuadrados blancos representan el promedio del cociente del pulso pareado
antes y después de agregar el BDNF a la caAmara de registro.
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Efecto del BDNF sobre las corrientes sinapticas GABAérgicas en rebanadas de
cerebro provenientes de ratones a los que se les administré la toxina mitocondrial
3-NP

En la Gréfica 5 se muestra la respuesta de la corriente sinaptica GABAérgica
proveniente de rebanadas de ratones a los que se les administr6 el 3-NP (15mg/kg)
durante 5 dias y fueron sacrificados al séptimo. Los primeros 15 minutos
corresponden al curso temporal en condiciones control, que fueron normalizados al
100%, posteriormente se administr6 el BDNF (50ng/ml). Se observa que la
neurotrofina incrementa la amplitud de las corrientes sinapticas GABAérgicas en
rebanadas de cerebro provenientes de animales tratados con 3-NP, este incremento

fue del 38 +7%.

Los cambios observados en la amplitud de la corriente sinaptica GABAérgica
de la espiga S1 después de administrar el BDNF son estadisticamente significativos
(p=0.006) respecto a la amplitud S1 antes de administrar la neurotrofina; también el

cambio en la amplitud de la espiga S2 es estadisticamente significativa (p=0.023).
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Grafica 5. Efecto del BDNF sobre la respuesta sinaptica GABAérgica S1 en células del estriado en
condiciones de 3-NP. (A) Cambio de la amplitud de las corrientes sindpticas GABAérgicas en la
primera espiga (S1), el incremento fue del 38 +7%. (B) Trazos representativos de las corrientes
inhibitorias: 1 antes y 2 después de administrar el BDNF. 1+2 es la sobreposicién de los trazos 1 y 2. El
BDNF se administré a una concentracién de 50 ng/ml.

El cociente de las amplitudes de las corrientes Sz/S1 muestran una disminucién
después de administrar el BDNF; antes 0.989 +0.0686 y después de administrar el
BDNF 0.896+0.0475 (Grafica 6). La disminucién del cociente no es estadisticamente
significativa por lo que pueden estar involucrados mecanismos postsinapticos en la

modulacién de las corrientes sindpticas GABAérgicas en respuesta al BDNF.
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Grafica 6. Cociente del Pulso Pareado (Sz2/5S1) en registros de célula tinica provenientes de rebanadas de
cerebro de ratén a los que se les administro 3-NP. Los circulos negros representan el cociente S»/S: de
cada uno de los registros obtenidos. En circulos blancos se muestra el promedio del cociente antes y

después de administrar el BDNF.
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Comparacion de la modulacién de las corrientes sinapticas GABAérgicas del BDNF
en condiciones control vs. 3-NP

Al comparar el efecto del BDNF sobre la amplitud S1 en ambas condiciones, se
observa una diferencia significativa entre el grupo control y el tratado con 3-NP
(Grafica 7). En el grupo control observamos disminucién en la amplitud de las
corrientes sindpticas GABAérgicas del 44 +14%, mientras que en el grupo tratado con
3-NP se observa incremento del 38 +7% en la amplitud de la corriente sindptica

GABAérgica; la diferencia entre condiciones fue estadisticamente significativa

(p=0.007).
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Grafica 7. Comparaciéon de la modulaciéon del BDNF en las corrientes sinapticas GABAérgicas
estriatales de rebanadas de cerebro de ratones control (e) y de ratones tratados con 3-NP (o). (A)
Comparacion de los cursos temporales de la primera espiga (S1). (B) Trazos representativos de las
corrientes inhibitorias: 1 antes y 2 después de administrar el BDNF. 1+2 es la sobreposicién de los
trazos 1y 2. El BDNF se administré a una concentraciéon de 50 ng/ml.
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En cuanto al cociente S»/S1 observamos que en condiciones control éste
incrementa después de administrar el BDNF (disminuy6 la amplitud de la corriente
sindptica GABAérgica), mientras que en la condicién en la que se administré 3-NP a
los ratones, se observa una disminucion del cociente S2/S1 (increment6 la respuesta).
La diferencia observada en el cociente del pulso pareado una vez que se administr6 el

BDNF no fue estadisticamente significativa (p=0.433) (Gréfica 8).
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Grafica 8. Comparacion del cambio en el cociente de pulso pareado inducido por la administraciéon de

la neurotrofina en condiciones control (e) y en condiciones experimentales de 3-NP (o). El cambio en el
cociente entre condiciones no es estadisticamente significativo (p=0.433).
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Evaluacién conductual

Otros dos grupos de animales (control y 3-NP) fueron evaluados durante 30
minutos antes de su sacrificio para la posterior evaluacion inmunocitoquimica de la

neurotrofina BDNF y su receptor TrkB.

En los parametros referidos a la actividad horizontal y actividad vertical no
hubo cambios significativos del grupo tratado con 3-NP respecto a su control

actividad horizontal p=0.5428; actividad vertical p=0.4595. (Figura 6).

[Actividad Horizontal Actividad Vertical
1200+ -
4 504
1000+
A T 404
800+ i
] 304
600 4
400: 20
200- 104
0 - L) A 0 . T
CONTROL 3NP CONTROL 3NP

Figura 6. Actividad Horizontal y Actividad Vertical, tomada durante 30 minutos. En cada gréfica se
muestran los dos grupos: control y 3NP. Los resultados se expresan como promedio + SEM. Actividad
Horizontal p=0.5428; Actividad Vertical p=0.4595.
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Otro parametro evaluado fue la distancia total recorrida (en centimetros), que a
su vez fue medida en: distancia recorrida en el margen y distancia recorrida en el
centro. Como podemos observar en la Figura 7, hay un incremento en las distancias
recorridas en el grupo tratado con 3-NP: distancia total recorrida fue de 347.54 +45.5
vs. 206.45 +2.99 en condiciones control; p=0.0213. La distancia recorrida en el margen
fue de 162.75 +6.07 cm; en el grupo experimental de 3-NP mientras que el control la
distancia fue de 225.83 +43 cm. La distancia recorrida en el centro del grupo tratado
es significativamente mayor que el grupo control (p= 0.0066) 43.62+3.78 wvs.
127.79+£18.86. Como reflejo al incremento en la actividad horizontal existe un
incremento en la distancia desplazada dentro de la caja en el grupo tratado con 3-NP

(Figura 7).
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Figura 7. Distancia Recorrida durante 30 minutos. En cada grafica se muestran los grupos: control y
3NP. Los resultados se expresan en promedio + SEM. Distancia total recorrida p=0.0213; Distancia
recorrida en el margen p=0.0608; Distancia recorrida en el centro p=0.0066.
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Se midi6 el tiempo (en segundos) que el ratén se mantuvo en movimiento y el
tiempo que se mantuvo en reposo. Como observamos en la Figura 8 en la gréfica
correspondiente al tiempo que permanecieron en descanso, existe disminucién en el
tiempo del grupo tratado con 3-NP, asi como incremento en el tiempo que pasaron en
movimiento; para ambos casos la diferencia con respecto al grupo control es
significativa. Tiempo en descanso: 279.6+0.85 control vs. 258.03+5.47 3-NP; p=0.0079.
Tiempo que se mantuvieron en movimiento: 20.27+0.89 control vs. 41.96+5.47 3-NP,

p=0.0078.

[Tiempo en Descanso] Tiempo en Movimiento
300- 50 - * %
I * %
404
2004
§ § 304
ﬁ,"’ ﬁ,"’ 204 T
1004
104
0 T . 0 ' .
CONTROL 3NP CONTROL 3NP

Figura 8. Tiempo (en segundos) que los ratones permanecieron en descanso o en movimiento
promediados durante 6 intervalos de 5 minutos cada uno. En cada gréfica se muestran los dos grupos:
control y 3NP. Los resultados se expresan en promedio + SEM. Tiempo en descanso p=0.0079; Tiempo
en movimiento p=0.0078.
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El tiempo que los animales pasaron en movimiento fue dividido en: tiempo
ocupado para realizar actividad vertical, tiempo que permanecieron en el margen de
la caja, tiempo que ocuparon en la realizacién de movimientos estereotipados y

tiempo que permanecieron en el centro de la caja (Figura 9).

Como podemos observar en la figura 9, en la gréfica correspondiente al tiempo
ocupado en actividad vertical hay disminucién del tiempo en el grupo tratado con 3-
NP respecto a su control (5.12+1.01 3-NP vs. 8.33+£3.20 control), sin embargo esta
diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.3777). Como hay un incremento
de la actividad horizontal, esta correlaciona con la disminucién de la actividad

vertical.

Mientras que el incremento de tiempo ocupado en realizar movimientos
estereotipados en el grupo de 3-NP no es significativo (27.14+0.64 control vs. 31.82+8
3-NP; p=0.5822). El tiempo que permanecieron en el margen disminuy¢ respecto a su
control (262.3+8.58 vs. 229.64+11.15), este cambio no es significativo p=0.0594. Para el
tiempo que permanecieron en el centro hay incremento en el grupo 3-NP (37.7+8.58

vs 70.35+11.15) sin embargo no es significativo p=0.0594.
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Figura 9. Tiempo (en segundos) que los ratones emplearon en hacer Actividad Vertical, Movimientos
estereotipados, permanecieron en el margen de la caja o en el centro de la caja durante el periodo en
que durd la evaluacién conductual en campo abierto (30minutos). En cada grafica se muestran los dos
grupos: control y 3NP. Los resultados se expresan en promedio + SEM. Actividad Vertical p=0.3777;
Movimientos estereotipados p=0.5822; permanencia en el margen p=0.0594; tiempo en el centro
p=0.05%4.

Por dltimo se obtuvo el conteo de todos los movimientos realizados (53+0.57
control vs. 64.5+4.78 3-NP; p=0.0544), vemos un incremento en el grupo tratado pero
no es significativo estadisticamente respecto a su control. El niimero de movimientos
fueron divididos en: nimero de movimientos verticales y ntiimero de movimientos
estereotipados (Figura 10). El nimero de movimientos verticales (11.75+1.25 3-NP vs.

14.7+4.11 control; p=0.5111) y el nimero de movimientos estereotipados (31.75+0.62
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control vs. 33.5+4.19-NP; p=0.6941) no mostraron cambios significativos entre los

grupos.
Numero de Movimientos
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3
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204
0 L
CONTROL 3NP
Numero de Movimientos Namero de Movimientos
Verticales Estereotipados
254 45 o
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154
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154
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0 T v 0 T .
CONTROL 3NP CONTROL 3NP

Figura 10. Numero de movimientos hechos durante la evaluacién conductual en campo abierto (30
minutos). En cada grafica se muestran los grupos control y 3NP. Los resultados se expresan en
promedio + SEM. Numero de movimientos p=0.0544; Numero de movimientos verticales p=0.5111;
Ntmero de movimientos estereotipados p=0.6941.
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En la figura 11 se muestran los parametros distancia total recorrida, distancia
recorrida en el centro, tiempo en descanso y tiempo en movimiento. Como se puede
observar hay un incremento en la actividad, como lo es la distancia total recorrida
(p=0.0213) y por tanto un incremento en la distancia recorrida en el centro (p=0.0066);
también existe incremento en el tiempo de actividad del ratén (p=0.0078) y por tanto

disminucién en el tiempo que permaneci6 inactivo el ratéon (p=0.0079).

[Distancia Total Recorridal [Distancia Recorrida en el Centro|
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g 200- I %
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° 1004 =
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|Tiempo en Descanso| [Tiempo en Movimiento|
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§ § 304
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104
0 T r 0 T v
CONTROL 3NP CONTROL 3NP

Figura 11. Resumen del efecto de la administracion sistémica del 3-NP sobre la actividad espontanea en
campo abierto en ratones C57/BL6 y en condiciones control. Distancia total recorrida (p=0.0213);

Distancia recorrida en el centro (p=0.0066); Tiempo de actividad del ratén (p=0.0078); Tiempo inactivo
(p=0.0079).
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En la figura 12 se muestran los pardmetros de tiempo de permanencia en el
margen, tiempo de permanencia en el centro y nimero de movimientos, donde se no

observan cambios significativos entre los grupos.

Tiempo Permanencia en Margen |Tiempo Permanencia en Centro|

3004 1004

-

754
2004

504

segundos
segundos

1004

——

254

L)
CONTROL CONTROL

INGmero de Movimientos|

804

604

404
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Figura 12. Resumen del efecto de la administracion sistémica del 3-NP sobre la actividad espontanea en
campo abierto en ratones C57/BL6, donde se muestran cambios en el grupo experimental de 3-NP.
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Inmunohistoquimica

Células inmunoreactivas a BDNF

En las rebanadas de estriado se evalué el nimero de células inmunoreactivas a
BDNF en condiciones control y de 3-NP (Figura 13). No se observé cambio

significativo entre los grupos 164.33+16.42 y 3-NP 134.66+ 22.19; p=0.3430.

1504

1004

Numero de Células

o
e

control 3NP

Figura 13. Localizacion inmunohistoquimica de BDNF en condiciones control (A) y con 3-NP (B);
fotograffas tomadas con magnificacién 40X, barra de escala a 40pm. (C) Cambios en las células que
fueron positivas a la neurotrofina BDNF en condiciones control y de 3-NP. Los valores son expresados

en promedio +SEM, p=0.3430.
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Células inmunoreactivas a TrkB

Se evalu6 el numero de células inmunoreactivas al receptor TrkB. En el conteo
de células que fueron positivas al anticuerpo contra el receptor no se observa cambios

significativos entre los grupos (Figura 14; 75.33% 2.02 control vs. 82+ 16.25 3-NP;
p=0.7049).

150-

100-

Namero de Células

[8)]
o
1

control 3NP

Figura 14. Localizacién inmunohistoquimica del receptor TrkB en condiciones control (A) y con 3-NP
(B); fotografias tomadas con magnificacién 40X, barra de escala 40pm. (C) Numero de células que
fueron positivas al receptor TrkB en condiciones control y 3NP. Los resultados estdan expresados en

promediox SEM, p=0.70492.
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DISCUSION
El BDNF disminuye la amplitud de las corrientes GABAérgicas.

En el presente trabajo se evalué la modulacién de la plasticidad sinaptica de
corto plazo por el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en corrientes
sindpticas GABAérgicas utilizando el registro de fijaciéon de voltaje en célula tnica. En
condiciones control se observé que el BDNF disminuye significativamente la
amplitud de las corrientes inhibitorias en un 44 * 14%, la amplitud se restablece

después del lavado.

La amplitud de las corrientes sinapticas puede modificarse por los cambios en
la liberaciéon presindptica del transmisor o por cambios en la sensibilidad
postsinaptica a éste; asi como cambios en la expresion de su receptor. Para saber si la
disminucién de la amplitud de la corriente sindptica fue debida a modificaciones pre
o postsindpticas se analizo el cociente de las amplitudes Sz sobre S1 antes y después de
administrar el BDNF; observamos incremento no significativo en el cociente Sz / S1
(antes 1.034 £0.107 vs. después 1.253 + 0.133), lo que nos puede estar indicando que la
disminucion en la amplitud de las corrientes inhibitorias es debida a un cambio en la
postsinapsis. Wardle y colaboradores (2003) mostraron que la modulacién del BDNF
en las corrientes inhibitorias era atribuible a efectos postsinapticos por los cambios en
el transporte de Cl. Frerking y colaboradores (1998) y Tanaka y cols. (1997)
atribuyeron la reducciéon de la transmisiéon inhibitoria del BDNF a efectos

postsinapticos y que ésta dependia de la actividad de los receptores TrkB.

A este respecto, en la membrana postsindptica podrian estar ocurriendo
cambios como una desregulacion en la expresion de los receptores de GABA (Briinig
et al.,, 2001), modificaciones en la apertura de los receptores de GABA por la
movilizaciéon de Ca?* de los reservorios intracelulares (Tanaka et al., 1997). Se sabe

que la funcién de los receptores de GABA es mantenida por su fosforilacion (Kittler et

Ruelas A.



Biologia Experimental

al., 2003); quizés alguna fosfatasa dependiente de calcio activada por la transducciéon
de sefales activadas por el BDNF esté involucrada en la desfosforilacion de los

receptores de GABA disminuyendo la amplitud de las corrientes.

Se ha descrito que los receptores Trk activan PKC y esta a su vez activa PKCpn
y el receptor de la cinasa C activada (RACK-1). Ademas las vias de sefializacién PKA
también estdn implicadas como proteinas de anclaje de la quinasa A (AKAPs) y
puede asociarse con algunos subtipos de los receptores GABAa (Brandon et al., 1999,
2000, 2000a, b, 2003). También se ha visto que la modulacién de las corrientes
sindpticas GABAérgicas ocurre por la fosforilacion de PKC seguida de la fosforilacion
de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), estos eventos desfosforilan los receptores GABA.
(Jovanovic et al.,, 2004). Kanematsu y colaboradores (2006) demostraron que la
fosfolipasa c- asociada a proteina inactiva (PRIP-1, PRIP-2) juega un papel importante
en la regulacion de los receptores GABA mediando la asociacion entre las diferentes

subunidades del receptor con proteinas fosfatasas.

También hay que considerar que el BDNF reduce la respuesta GABAérgica
mediante la reduccién de la expresiéon de los receptores GABAA en la superficie
postsinaptica a través de la activacion de los receptores TrkB, este mecanismo de

endocitosis de los receptores es mediado por dinamina (Hewitt y Bains, 2006).

Por lo que podriamos suponer que un mecanismo postsindptico involucrado
en la disminucion en la amplitud de las corrientes GABAérgicas sea el estado de
fosforilaciéon de los receptores GABA. Otro que podria estar ocurriendo seria la
disminucién de los receptores GABA mediada por mecanismos de dinamina, ambos
mecanismos activados por los receptores TrkB, los cuales se encuentran altamente

expresados en las espinas de las neuronas espinosas medianas.

En experimentos futuros habra que inhibir a los receptores TrkB o inhibir la

dinamina para observar si es posible bloquear la corriente inhibitoria; asi como medir
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la conductancia de los receptores de GABA y observar los cambios en la amplitud de
las corrientes sinapticas GABAérgicas; y de esta manera dilucidar el o los
mecanismos que participan en la disminucién de la amplitud de las corrientes

GABAérgicas en neuronas espinosas medianas en presencia de BDNF.

Modulacién del BDNF en las corrientes GABAérgicas en el modelo de 3-NP de la EH.

Una vez evaluada la modulaciéon que ejercia el BDNF sobre las corrientes
sindpticas GABAérgicas en condiciones control, también se evalué en el modelo de 3-
NP de la EH. Se observé que la amplitud de las corrientes sindpticas GABAérgicas
incrementé 38 7%, este aumento fue estadisticamente significativo respecto a las
condiciones antes de administrar el BDNF. Analizando el cociente del pulso pareado,
no se observaron diferencias significativas antes 0.989 £0.0686 respecto a la aplicacion
de BDNF 0.896 +0.0475; por lo que el aumento de la amplitud de las corrientes

sindpticas GABAérgicas puede deberse a mecanismos postsinapticos.

Se ha visto que el dafio excitotéxico producido por la administracion de varios
aminodcidos excitadores provoca incremento en los niveles de RNAm del receptor
TrkB (Canals et al., 1999). Los cambios en la expresion de los receptores pueden
modificar los procesos de plasticidad neuronal; aunque en nuestros resultados no
existié un cambio significativo en la marca de los receptores, significa que los cambios
en la amplitud de las corrientes GABAérgicas no dependen de cambios en el niimero
de receptores y quiza signifique cambios a otro nivel, como en las vias de sefializaciéon

involucradas en la activacion de los receptores TrkB.

Por otra parte se sabe que el 3-NP induce una desregulacion en la expresiéon
del receptor D1 y de la proteina PKA, mientras que la expresion del receptor D2 se
incrementa. También hay incremento de los niveles de calcio intracelular que induce

modificaciones en la regulacion de la actividad de CAM-KII, CDKS5, incrementa la
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fosforilacion de DARPP-32-thr75 (Napolitano et al., 2004), induce despolarizaciéon de
la membrana y ésta es asociada con un incremento en la liberacion de GABA
endoégeno (Saulle et al., 2004); la estimulacién de los receptores D2 favorece la
liberacién de calcio de los reservorios intracelulares. A estos niveles de calcio se les
suman aquellos incrementos inducidos por el BDNF mediante la activacion de los
receptores TrkB, que activa PLC-yl que genera IP3, el cual moviliza el calcio
intracelular. El aumento de las concentraciones de calcio puede activar otras
proteinas cinasas que fosforilen a los receptores de GABA incrementando su
conductancia, permaneciendo mas tiempo abierto, elevando las concentraciones de

cloro y de esta manera aumentando la amplitud de las corrientes inhibitorias.

Podemos suponer que en el modelo farmacolégico de la EH hay
modificaciones membranales y en la transduccion de las vias de sefializacion
activadas por BDNF que se ven reflejadas en el aumento de la amplitud de la
corriente sindptica GABAérgica al administrarse el BDNF. El BDNF podria estar
incrementando la conductancia de cloro en las sinapsis GABAérgicas en condiciones
de 3-NP, este puede ser un mecanismo compensatorio al exceso de actividad
excitatoria, el aumento de la amplitud de cloro significa mas inhibicién y por tanto
involucraria un freno en la excitabilidad celular inducida por la administracién de 3-

NP.

Comparaciéon de la modulacion de las corrientes GABAérgicas del BDNF en

condiciones control vs. 3-NP.

Los mecanismos que pudieran estar participando en la disminucién de la
amplitud de la respuesta GABAérgica por el BDNF podrian verse menos favorecidos
en condiciones de 3-NP, de manera que ante el dafio excitotéxico las corrientes
inhibitorias incrementen su amplitud compensando el exceso de actividad excitatoria.

En condiciones control el mecanismo que podria estar participando en la disminucién

Ruelas A.



Biologia Experimental

de la amplitud de las corrientes GABA pudiera ser el siguiente: El BDNF activa a sus
receptores TrkB, que acttia sobre la via PLC-y1 que hidroliza a PIP2 generando PI3 y
DAG, este ultimo estimula las isoformas de PKC; Connolly y colaboradores (1999)
observaron que la actividad de PKC estd involucrada en la desregulaciéon de los
receptores de GABA (GABAA4); la PKC pudiera estar activando alguna fosfatasa que
desfosforile los receptores GABA o bien que active los mecanismos dependientes de
dinamina para inducir la endocitosis de los receptores y de esta manera ver una
disminucion en la amplitud de las corrientes GABAérgicas. En cambio, en
condiciones donde se administré a los ratones 3-NP observamos un aumento en la
amplitud de las corrientes GABAérgicas, de manera que el BDNF pudiera estar
afectando la via antes descrita y junto con el incremento en las concentraciones de
calcio se estén activando cinasas que permitan una mayor fosforilacion de los
receptores de GABA (GABAA) provocando un incremento en la amplitud de las
corrientes inhibitorias GABAérgicas; este seria un mecanismo neuroprotector ante la

excitabilidad a la que estd expuesta las neuronas del estriado por el 3-NP.

Efecto del 3-NP en la conducta espontdnea en campo abierto.

Para tener un correlato conductual de las posibles alteraciones
electrofisiolégicas ante la administracién del 3-NP, se evalué los cambios en la
conducta espontdnea en campo abierto y observamos cambios significativos en los
siguientes parametros: distancia total recorrida: 206.45 £2.99 control vs. 347.54 +45.5
3-NP (p= 0.0213), distancia recorrida en el centro: 43.62+3.78 control vs. 127.79+18.86
3-NP (p= 0.0066), tiempo en descanso: 279.6£0.85 control vs. 258.03£5.47 3-NP (p=
0.0079) y tiempo en movimiento: 20.27+0.89 control vs. 41.96+5.47 3-NP (p= 0.0078).
Los ratones incrementaron la distancia recorrida dentro de la caja, que aumento dado
que recorrieron mayor distancia en el centro de la caja. Asi mismo se ampli6 el

tiempo que pasaron en movimiento los ratones a los que se les administré 3-NP y por
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tanto hubo disminucién en el tiempo que pasaron inactivos. Estos resultados reflejan
la hiperactividad que presentan los ratones al administrarles 3-NP, como ya se ha
observado en otros trabajos (Borlongan et al., 1997b; Dalbem et al., 2005). Podemos
decir que la dosis y tiempo de administracion de la toxina 3-NP es suficiente para
poder observar cambios conductuales en algunos pardmetros de la actividad

espontanea en campo abierto.

Se sabe que la aparicién de los sintomas y la severidad de estos dependen de la
dosis, tiempo de administracién de la toxina y sexo, edad y cepa utilizada (revisado
en Brouillet et al., 2005; Ttnez y Santamaria, 2009), sin embargo para la enfermedad
de Huntington es posible ver alteraciones neuropatolégicas aun sin observar
deficiencias conductuales (Borlongan et al., 1995; 1997b). Con dosis bajas y la
administraciéon sistémica del 3-NP los sintomas pueden aparecer de manera
progresiva, como reflejo del dafio neuronal ocasionado por el dafio metabdlico
debido a la administraciéon de la toxina, el cual también ocurre de manera progresiva
(Beal et al., 1993); tal y como ocurre en la degeneraciéon de la enfermedad de

Huntington (Brouillet et al., 2005).

La dosis de 15 mg/Kg administrada durante 5 dias de 3-NP, esta alterando los
circuitos neuronales, provocando despolarizaciéon de la membrana y dada la
susceptibilidad de las neuronas espinosas medianas a las aferencias glutamatérgicas
provenientes de la corteza; el circuito se encuentra excitado, activando las sinapsis

que participan en las funciones motoras promoviendo el movimiento.

Inmunohistoquimica

Al evaluar el nimero de células inmunoreactivas a BDNF y su receptor TrkB
no existié6 cambio significativo con respecto al grupo control. Se sabe que la principal

caracteristica de la administracién subaguda del 3-NP es la presencia de degeneracion
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estriatal y degeneracion en otras areas como corteza y GP (revisado en Brouillet et al.,
1999 y 2005). La toxina afecta a las mneuronas espinosas medianas (NEM) de
proyecciéon produciendo cambios en las ramificaciones dendriticas (Brouillet et al.,
1999). Al parecer estas anormalidades morfolégicas son consecuencia de mecanismos
compensatorios que toman lugar después de la degeneraciéon de las neuronas de
alrededor o resultado de una respuesta intrinseca de las neuronas a deficiencias
energéticas cronicas (Brouillet et al, 1999). En estudios previos del laboratorio
(Rodriguez et al., 2010, Herndndez Echeagaray et al., 2010) hemos demostrado que las
dosis empleadas en este estudio producen degeneraciéon de tipo apoptotica que
pudieran ser responsables en parte de las alteraciones conductuales que hemos

observado en el presente trabajo de tesis.

Si bien no observamos cambios significativos en el ntimero de células
inmunoreactivas a BDNF y su receptor muy probablemente porque la dosis utilizada
y el tiempo de administracién no es suficiente como para poder observar mayores
cambios en el nimero de células; sin embargo, si observamos cambios en la actividad
eléctrica y en la actividad conductual; por lo que podemos decir que a la dosis que
usamos de 15 mg/kg de peso administrada durante 5 dias, es suficiente para
producir cambios en las corrientes inhibitorias en el estriado y en la conducta motora

de los ratones.

El BDNF modula la plasticidad sindptica GABAérgica estriatal disminuyendo
la amplitud de las corrientes sindpticas en condiciones control; al parecer, esto es
debido a modificaciones postsindpticas. Mientras que en el modelo murino de la
enfermedad de Huntington, el BDNF incrementa la amplitud de las corrientes, aqui
podria estar participando un mecanismo neuroprotector ante el exceso de actividad

neuronal excitatoria debida a la administracién del 3-NP.
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CONCLUSIONES
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El BDNF disminuye la amplitud de la respuesta sinaptica GABAérgica en
el estriado en condiciones control, esta disminuciéon parece ser debida a

mecanismos postsinapticos.

En el modelo farmacolégico de la enfermedad de Huntington se observa un
incremento en la amplitud de la corriente sinaptica que puede estar
modulado por mecanismos compensatorios ante el aumento de la actividad

excitatoria por la administracién del 3-NP.

En los ratones tratados con 3-NP se observa disminucién en la actividad
vertical, mientras que hay aumento en la distancia recorrida y en el tiempo

que pasaron en movimiento.
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ANEXO 1

Hoja Técnica del BDNF utilizado para los registros electrofisiologicos.

PerroTEcH MExico

Our Business is Cytokines

Product Information
Recombinant Human BDNF

Synonyms: Brain Derived Neurotrophic Factor

Description: BDNF is a member of the NGF family of neurotrophic growth factors. Like other
members of this family, BDNF supports neuron proliferation and survival. BDNF can bind to a low
affinity cell surface receptor called LNGFR, which also binds other neurotrophins such as NGF, NT-3
and NT-4, However, BDNF mediates its neurotrophic properties by signaling through a high affinity
cell surface receptor called gp145/trkB. BDNF is expressed as the C-terminal portion of a 247 amino
acid polypeptide precursor, which also contains a signal sequence of 18 amino acid residue and a
propeptide of 110 amino acid residucs. Recombinant human BDNF is a 27.0 kDa homodimer of two
119 amino acid subunits linked by strong non-covalent interactions.

Catalog #: 450-02 Lot #: 120661
Source: E.coli
Purity: Greater than 98% by SDS-PAGE gel and HPLC analyses

Endotoxin level: Endotoxin level is less than 0.1 ng per pug (1EU/ug).
Formulation: Sterile filtered through a 0.2 micron filter. Lyophilized with no additives.

Reconstitution: Centrifuge the vial prior to opening. Reconstitute in water to a concentration of
0.1-1.0 mg/ml. This solution can then be diluted into other aqueous buffers and
stored at 4°C for 1 week or -20°C for future use.

Storage/Stability:  The lyophilized protein is stable for at least 2 years from date of receipt at -20°C.
Reconstituted BDNF is stable for at least 3 months when stored in working
aliquots with a carrier protein at -20°C. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

Biological Activity: Assay #1: Determined by the dose-dependent induction of choline acetyl transferase
activity in rat basal forebrain primary septal cultures. The expected EDg, for this effect is
25-50 ng/ml.
Assay #2: Determined by its ability to stimulate chick E8 neurite outgrowth. The
expected EDy, for this effect is 0.1-1.0 ng/ml.

For a list of references using this product please visit our website at www.peprotech.com

Usage: For Research Use Only. Not for use in diagnostic or therapeutic procedures.

: Cascada 911, Local “A" Col. Banj
Country of Origin: USA C.P. 09450 México,

Tel. (5255) s672¢
Tel Fax: 5672¢
pepromenvi@prodigy netmx  www peprotech.
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