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RESUMEN

La utilizacion de animales transgénicos es una herramienta valiosa para el estudio
de la funcion de una molécula en un evento fisiopatoldgico. El oxido nitrico (NO)
es mediador de dano celular por estrés oxidativo generando desbalance entre
sistemas prooxidantes y antioxidantes. En la enfermedad de Huntington (EH)
causada por la expansion del tracto de poliglutamina de la proteina huntingtina
(htt), esta demostrada la participacion de la sintasa del 6xido nitrico neuronal
(nNOS) en el mecanismo de neurodegeneracién. La relacidén entre la expresion de
la huntingtina mutada (mhtt) y la muerte de las neuronas estriatales observada en
la EH es un proceso no comprendido del todo. El incremento en la expresion de la
htt posterior a la sobreactivacion de los receptores de glutamato de tipo N-metil-D-
aspartato (NMDAr) por su agonista acido quinolinico (QUIN) esta ampliamente
reportado, asi como el incremento de la actividad de la nNOS. El objetivo del
presente proyecto fue evaluar la participacion de la nNOS en el estrés oxidativo
inducido por QUIN y su relacion con la expresion de la htt en ratones con mutacion
nula para la nNOS (-/-). Para lo cual se identificd el genotipo de la colonia de
ratones con mutacién nula para la nNOS (-/-). Se realizé la lesion intraestriatal con
QUIN (30 nM) o solucidn salina isotonica y 2 horas después se evaluo: 1) el estrés
oxidativo peroxidacion de lipidos y formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), 2) la actividad y expresion de la NOS y 3) la expresion de ARN mensajero
de la htt. Adicionalmente a grupos independientes de ratones, se les evalud la
conducta de giro y los niveles de acido y-aminobutirico (GABA), tres dias posterior
a la lesion con QUIN. De la colonia de ratones se obtuvieron 3 genotipos:
homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutacién nula (-/-). Los
ratones con mutacion nula para la nNOS (-/-) mostraron una disminucion de la
conducta de giro y conservacion de GABA; este mismo grupo mostré una
proteccion significativa en el estriado contra el estrés oxidativo inducido por QUIN
con respecto a los genotipos homocigotos y heterocigotos. Se observé un
incremento de la expresion del ARN mensajero de la htt de los 3 genotipos
lesionados con QUIN respecto a sus controles. Estos resultados demuestran la
participacion del NO en el dafio oxidativo y el proceso de neurodegeneracion
inducido por QUIN. EIl incremento de la expresion de la htt en respuesta al dafo
agudo inducido por QUIN podria explicar parcialmente la neurodegeneracion
observada en la EH.



INTRODUCCION

Desde hace tres décadas, las técnicas asociadas con la manipulacion del genoma
del raton resultaron ser un recurso importante para tener una mayor comprension
de la funcion de genes en los procesos fisiologicos y patoldégicos en muchos
campos de la investigacion biomédica (Gao et al., 1999). Actualmente, el
direccionamiento genético y la manipulacion de genes son herramientas utilizadas
para la formacién de organismos transgénicos, que se usan ampliamente como
una herramienta en la evaluacion de la funcion de genes in vivo, ademas de
proveer de un recurso molecular util para el establecimiento de modelos animales
que simulan las enfermedades humanas y de esta forma probar nuevas
propuestas terapéuticas (Gao et al., 1999). En especial los ratones con mutacion
nula para la sintasa del 6xido nitrico nNOS (-/-) son utilizados en numerosos
estudios para el mejor entendimiento de la funcion fisiologica de la nNOS vy del
oxido nitrico (NO) en el sistema nervioso central (SNC).

Oxido nitrico

El NO, es un gas soluble considerado como neurotransmisor retrégado en el
cerebro, ya que induce la liberacidn presinaptica de glutamato a través de
mecanismos asociados a la activacion de la guanilato ciclasa (GC). EI NO
desempenia diversas funciones fisiolégicas como la modulacion de la transmision
sinaptica, regulacién de la presion sanguinea, inhibe la agregacion plaquetaria,
potenciacion hipocampal a largo plazo, relajacion de musculo liso, morfogénesis,
regulacion de la expresion de genes y procesos inhibitorios asociados con
conducta agresiva y sexual (Luo et al., 2000; Mayer et al., 2001). A nivel del SNC,
el NO regula la liberacion de diversos neurotransmisores como &acido Y-
aminobutirico (GABA), serotonina, glutamato, acetilcolina y noradrenalina, y esta
involucrado en procesos de neurodegeneracion mediante la participacion de
receptores de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Pérez-Severiano et

al., 1998). EI NO puede desempefiar un papel dual entre neuroprotector y



neurotoxico dependiendo del estado oxidativo de la molécula, de las
concentraciones del mismo, de la isoforma de la sintasa del 6xido nitrico

involucrada y del evento patologico inicial (Deckel, 2001).

El NO es sintetizado por la interconversion estequiométrica de L-arginina a L-
citrulina por las sintasas del 6xido nitrico (NOS), de la cual existen tres isoformas
que se encuentran en el SNC: sintasa del NO neuronal (nNOS), endotelial (eNOS)
e inducible (INOS) (Calabrese et al., 2007). Siendo la nNOS la principal fuente de
NO en el cerebro, ya que se encuentra en una concentracion alta en la region
post-sinaptica estrechamente relacionada al receptor de glutamato de tipo NMDA
(Jekansone et al., 2007). Las nNOS y eNOS se expresan constitutivamente y
requieren de la formaciéon del complejo Ca**-calmodulina para su activacion
(denominadas en conjunto cNOS), mientras que la INOS ejerce su actividad de
forma independiente de Ca®*. Las tres isoformas requieren de co-factores como un
grupo hemo, tetrahidrobiopterina (BH4), FAD" y NADH para su actividad catalitica
(Calabrese, 2007).

El NO y su relaciéon con las enfermedades neurodegenerativas

El NO en el SNC esta involucrado en la fisiopatologia de la muerte neuronal en el
envejecimiento, la isquemia, el trauma, infeccion cerebral y en las enfermedades
neurodegenerativas tales como en la de Alzheimer, Parkinson y Huntington. El
mecanismo comun que podria estar participando en estas enfermedades es el
dafo oxidativo, debido al desbalance entre sistemas oxidantes y antioxidantes, asi
como su relacidon entre la activacion de los NMDAr y la estimulacion de la GC
(Choi, 1998; Calabrese, 2007).

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo hereditario
causado por una expansion en la repeticion del triplete CAG para el tracto de
poliglutamina de la proteina huntingtina (htt) (Bates et al., 2002). Las
caracteristicas fenotipicas de la EH son la consecuencia de la muerte progresiva
de neuronas espinosas medianas (MSN) en el estriado, nucleo principal de los



ganglios basales los cuales controlan principalmente el movimiento. Las MSN
constituyen el 95% del total de la poblacion neuronal con aferencias corticales, las
cuales liberan glutamato, el principal neurotransmisor excitador en el cerebro de
los mamiferos. Ademas, el glutamato puede causar la muerte neuronal a través de

un mecanismo conocido como excitotoxicidad (Estrada et al., 2008).

Aunque muchos de los mecanismos por los cuales la mutacion de la htt en la EH
genera dafo celular y neurodegeneracion, permanecen sin entenderse
completamente; se propone que el aumento en la expresidén de la nNOS vy ciertos
defectos en el metabolismo energético de las células afectadas, provocan la
formacion de radicales libres induciendo dafno oxidativo. Al respecto existen
evidencias en modelos de la EH posterior a la inyeccion de excitotoxinas e
inhibidores mitocondriales (Pérez-Severiano et al., 2002; Schwarcz et al., 2009).
De igual forma se postula que un factor critico en la patogénesis de la EH, es el
incremento en la sensibilidad de las neuronas estriatales a la activacion de NMDAr
por glutamato, generando asi la neurodegeneracion por excitotoxicidad (Beal,
1992; Pérez-Severiano et al., 2002; Leavitt et al., 2006).

Modelos experimentales para la EH

Existen diversos modelos experimentales, basados en la administracion de
excitotoxinas que pretenden simular los mecanismos celulares y moleculares por
los cuales se genera muerte neuronal en la EH. Una de estas toxinas, el acido
quinolinico (QUIN; 2,3-piridina acido dicarboxilico), derivado del metabolismo del
L-triptofano y perteneciente a la via de las kinureninas (VK), esta asociado a la
muerte neuronal en la EH. EI QUIN es una potente excitotoxina a nivel estriatal
que causa la disminucién de los niveles de ATP y del GABA produciendo la clasica
neurodegeneracion de la EH sin afectar los axones provenientes de la corteza
(Leipnitz et al., 2005). La neurotoxicidad inducida por el QUIN se produce por la
activacion selectiva de los receptores a NMDA y a su escasa afinidad por los
receptores de tipo AMPA (Schwarcz et al., 2009). Es asi que la sobreactivacion de
los receptores a NMDA, permite la entrada masiva de Ca** al interior de la célula,
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que al cabo de unas horas se traduce en una concentracion hiperfisiologica. Los
niveles elevados de Ca®" en condiciones patoldgicas, generan una cascada de
eventos neurotoxicos, que eventualmente llevan a la muerte de las neuronas

afectadas.

Ratén con mutacién nula para la nNOS (-/-)

El grupo de Huang (1993), aisld, cloné y maped el gen de la nNOS en lineas de
las células embrionarias J1, dirigidas por el promotor 129/Sv de raton. Usando el
vector pPNT se utilizé como seleccion positiva el gen de resistencia a neomicina y
como control de seleccidon negativa el gen de la cinasa de timidina del virus del
herpes simple. Por recombinacion homdloga, el vector se incorporé en el primer
exon del gen de la nNOS. El primer exon contiene el codon de iniciacion ATG y los
codones para los aminoacidos 1-159, los cuales son remplazados por el gen de
resistencia a neomicina. Los ratones con mutacion nula para la nNOS (-/-)
muestran una disminucién del 95-99 % de la expresion del gen para la nNOS. Los
ensayos de inmunohistoquimica contra nNOS y NADPH-diaforasa, asi como los
de su actividad, mostraron ausencia de ésta en el cerebro y en tejidos periféricos,
en comparacion con los animales silvestres (Huang, 1999). Aunque no se reportan
problemas de fertilidad, muestran una variedad de anormalidades como:
alargamiento del estdmago, hipertrofia de la vejiga y reduccion del tono
parasimpatico entre otras. Ademas el macho nNOS (-/-) muestra un incremento en
la conducta agresiva y sexual (Huang, 1999; Martinez-Lazcano et al., 2007). La
amplia caracterizacion de los ratones con mutacion nula para la nNOS (-/-), los
hacen mas valiosos en el estudio de mecanismos de dafio en la EH.

ElI NO y el estrés oxidativo
La muerte neuronal y el efecto toxico generado por el NO en general depende de

distintos parametros: a) la concentracidén del NO, b) el tiempo de exposicion de los

componentes celulares al NO, c) la presencia o ausencia de niveles relevantes de



especies reactivas de oxigeno (ROS) y, d) la presencia o ausencia de ciertas vias

de sefializacion de dicha célula (Brown, 2010).

Existe evidencia que el NO y las ROS inhiben componentes mitocondriales y por
tanto la respiracion mitocondrial. Las altas concentraciones de NO y la presencia
de ROS causan la inhibicion de la cadena respiratoria generando la liberacion del
anién superoxido (O2) y peroxido de hidrogeno (H202) de la mitocondria, dando
lugar a una mezcla entre ROS y especies reactivas de nitrégeno (RNS) que son
capaces de reaccionar entre si y generar estrés nitro-oxidativo (Brown, 2010) (Ver

figura 1).
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Figura 1. Cascada de muerte celular excitotoxica. La entrada masiva de
calcio (Ca2+) causada por la sobre-activacion del receptor a glutamato tipo
NMDA (NMDAR), estimula la actividad de la sintasa del 6xido nitrico
neuronal (nNNOS). La produccién excesiva del 6xido nitrico (NO) induce la
produccion de radicales libres, disfuncién mitocondrial, la disminucion de la
defensas antioxidantes y el dafio de componentes celulares como lipidos,
proteinas y ADN. La disfuncion mitocondrial provoca la falla energética
contribuyendo a la muerte celular (Modificada de Estrada et al., 2008). 6



Unos de los eventos mejor descritos, asociados a la activacion de receptores a
NMDA, es la produccién de NO. La entrada excesiva Ca®* a la neurona, forma un
complejo con la calmodulina (CaM) activando a la nNOS (Calabrese et al., 2007;
Estrada et al., 2008). La sobreproduccion de NO desencadena una serie de
eventos como la activacidon de la GC y la produccion ROS y RNS, las cuales estan
relacionadas con las enfermedades neurodegenerativas (Calabrese et al., 2007).
Bajo condiciones prooxidantes el NO reacciona con el oxigeno para producir
nitritos (NOz) y nitratos (N2O3) o O,, para formar peroxinitrito (ONOQO"), un
metabolito altamente reactivo que dafia componentes celulares. Este agente
nitrante es capaz de atacar y modificar proteinas, lipidos y ADN de tal manera que
reduce las defensas de antioxidantes e inhibe la respiracon mitocondrial (Pérez-
Severiano et al., 2002; Moncada, 2006; Martinez-Lazcano et al, 2007; Brown,
2010).

Huntingtina y su relacion con la excitotoxicidad

La htt es una proteina de ~350 kDa de expresién ubicua. En el SNC la proteina se
localiza fundamentalmente en el citoplasma, asociada a membranas o al
citoesqueleto del soma, dendritas, axones y terminales nerviosas. Debido a su
interaccidn con ciertas proteinas, se le involucra con el transporte vesicular y
trafico membranal, asi como con funciones del citoesqueleto. En la EH, se
propone que la expansion del tracto de poliglutamina de la htt genera una nueva
funcidén toxica. Hasta la fecha no se encuentra establecida la funcién de la htt
mutada (mhtt) en la neurodegeneracion selectiva de la EH, sobre todo cuando
interactua con otras proteinas y forma agregados (Nansheng et al., 1999). Esta
demostrado que la forma soluble de la mhtt interacciona con las vesiculas
sinapticas inhibiendo la recaptura de glutamato, generando toxicidad a pesar de la
formacion de agregados proteinicos (Nansheng et al., 1999).

Se postula que existe una interaccion entre las repeticiones CAG de la htt y la
produccion de ATP mitocondrial, ya que se observa una disminucion de los niveles
de ATP, conforme aumenta el numero de repeticiones del tracto de poliglutamina
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en las neuronas estriatales (Bates et al., 2002). El dafo al metabolismo
mitocondrial probablemente genera una disminucion de la produccién de ATP, que
en conjunto con un reducido potencial de membrana mitocondrial y una mayor
vulnerabilidad a la excitotoxicidad mediada por receptores NMDA, produce un
incremento de la produccién de radicales libres y por lo tanto un aumento del
estrés oxidativo (Stack et al., 2008).

CIONAL

3-HK
imulacién

Figura 2. Representacidon esquematica de la neurodegeneracion
auténoma no celular de la enfermedad de Huntington (Schwarcz, 2010).



La proliferacion de celulas gliales (microglia y astrocitos) en las regiones
cerebrales afectadas, lleva a proponer que las células gliales, principalmente la
microglia participa de manera importante en la muerte neuronal, debido a que son
las resposables de producir y secretar metabolitos toxicos de la VK la cual esta
alterada en la EH (Schwarcz et al., 2009). Se especula que la cascada de eventos
podria ser iniciada por la expresidon de la mhtt, posiblemente en respuesta al dafo
mitocondrial, es asi que las neuronas disfuncionales crean un ambiente pro-
inflamatorio que lleva a la activacién de la microglia (Schwarcz et al., 2009). La
activacion de la microglia genera una regulacion positiva de la VK potenciando la
liberacion de 3-hidroxikinurenina (3-HK) y QUIN, los cuales generan la muerte de
las ya debilitadas neuronas por una combinacion de la excesiva produccion de
ROS vy activacion del receptor a NMDA (Schwarcz et al., 2009) (figura 2).

La neurodegeneracion observada en la EH es atribuida a diversos factores: la
nueva funcion toxica de la mhtt, la formacion de agregados proteinicos, el
aumento del estrés oxidativo y de la sensibilidad de la neuronas a la estimulacion
del receptor a NMDA entre otros. Aunque no esta establecido el orden en el cual
ocurre esta serie de eventos, es un hecho que existe una interaccién entre uno y

otro lo cual finalmente culmina en la muerte de las neuronas.



ANTECEDENTES

Los modelos de animales transgénicos y con mutacion nula son una valiosa
herramienta para el estudio del mecanismo de dafio de las enfermedades
neurodegenerativas. Es asi que los estudios de Martinez-Lazcano y colaboradores
(2007), mostraron una proteccion selectiva contra el dafio oxidativo en ciertas
regiones cerebrales de los ratones deficientes de la nNOS (-/-) en condiciones

basales, lo cual ayudaria a explicar algunas de las caracteristicas fenotipicas.

La participacion del NO en los procesos fisiopatoldgicos de varias enfermedades
entre ellas la EH, quedo evidenciado al inhibir farmacolégicamente a la NOS o
mediante el empleo de modelos con mutacion nula. Asimismo se observo que las
isoformas de la NOS participan de manera diferencial en el dafio cerebral en
modelos excitotoxicos de animales, atribuyéndole el dafio neuronal principalmente
a la nNOS y en menor medida a la eNOS, mientras que no se detectd la
participacion de la INOS (Parathath et al., 2007; Brown, 2010). La participacion de
la nNOS en la isquemia cerebral quedé demostrada también con la inhibicion
farmacoldgica de la misma y la resistencia al dafio excitotoxico en los ratones con
mutacion nula (Huang et al., 1994). Lipton y colaboradores (1994), demostraron
que la activacion excitotoxica de la nNOS genera la S-nitrosilacion de ciertas
proteinas, que resultan en una disfuncidon mediada por estrés reticular o la muerte

neuronal.

El dafio oxidativo evaluado por la medicion de peroxidacion de lipidos (PL) o
formacion de ROS es una caracteristica de la EH y de los modelos neuroquimicos
de la misma, ya que en los ratones transgénicos de la EH se observo un
incremento de la PL correlacionando con el deterioro del fenotipo neuroldgico
(Pérez-Severiano et al., 2000). Evidencias similares fueron demostradas en
cerebros post-mortem de la EH, en los que se encontré un incremento del dafo
oxidativo en la regiones mas afectadas (Imarisio et al., 2008). En el modelo de la
EH inducido con QUIN se demostré la participacidon significativa de la NOS en el
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dafio excitotdéxico, donde correlaciond con un dafio oxidativo (Santamaria & Rios,
1991, 1993), ya que incrementa los niveles de PL y formacion de ROS
disminuyendo las defensas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD) y
glutation reducido (GSH) (Pérez-Severiano et al., 2011). Por el contrario la
inhibicién farmacologica con L-NAME redujo tanto la actividad de la NOS, el dafio
oxidativo y conductual (Pérez-Severiano et al., 1998). Quedando de manifiesto la
participacion del NO en el mecanismo neurodegenerativo al demostrar su

participacion en un modelo transgénico para la EH (Pérez-Severiano et al., 2002).

En estudios in vivo la inhibicién farmacologica de la nNOS mostré una proteccion
contra la lesion intraestriatal inducida con NMDA pero no contra AMPA (Shulz et
al., 1995). De igual manera se demostro que los cultivos de células corticales de
ratones con mutacion nula nNOS (-/-), son resistentes a la toxicidad mediada por
receptores NMDA pero no AMPA (Dawson et al., 1996). La toxicidad inducida con
acido kainico (KA) en ratones con mutacion nula para la nNOS (-/-), mostré que en
neuronas hipocampales no se produjo una neurodegeneracién, indicando asi que
la muerte excitotoxica generada por el KA, es dependiente de la presencia de la
NNOS funcional, pero no de las otras dos isoformas (Parathath et al., 2011). La
disparidad existente entre los resultados podria deberse a las diferencias de los
meétodos utilizados para lograr la excitotoxicidad.

Ayata y colaboradores (1997) muestran una reduccion de los niveles de las
proteinas nitradas, radicales 'OH y fragmentacion del ADN, como medidas
indirectas de la formacién de ONOO", posterior a la lesion intraestriatal con NMDA
en ratones con mutacion nula nNOS (-/-). Por otro lado estda demostrado que el
exceso de NO producido por un evento excitotdéxico genera la sobreactivacion de
la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), la cual se activa en respuesta al dafno a
ADN causando la muerte neuronal por falla energética (Brown, 2010). Estos
resultados se confirmaron empleando ratones con mutacion nula nNOS (-/-) donde

se observd que existe una disminucioén de la activacion de PARP, posterior a un

11



evento de isquemia cerebral, sugiriendo que un evento isquémico activa la nNOS
para producir ONOOQO" el cual activa a la PARP (Endres et al., 1998).

Al igual que la excitotoxicidad, la pérdida de la funcion de la proteina htt podria
participar en la neurodegeneracion selectiva de la EH. En estudios in vivo se
observo la proteolisis de htt mediada por la caspasa-3 y neurodegeneracion
apoptotica tras la estimulacion de los receptores NMDA en el cuerpo estriado
(Leavitt et al., 2006). Los estudios realizados por el grupo de Leavitt (2006)
muestran que la htt posee una funcidn neuroprotectora in vivo, y que los niveles de
htt modulan la sensibilidad de las neuronas a la apoptosis mediada por la
excitotoxicidad asociada a receptores NMDA. En modelos transgénicos de la EH y
en cultivos celulares se observé que la mhtt causa el incremento de la respuesta

neuronal a la estimulacion glutamatérgica (Leavitt ef al., 2006).

Al respecto esta reportada la induccion de la inmunoreactividad de la htt en las
neuronas estriatales de 4 a 6 horas después de la inyeccion con QUIN (Tatter et
al., 1995). En el mismo sentido el grupo de Carlock (1995), reporta un aumento en
la expresion del gen hit desde 1-12 horas depués de la lesion intraestriatal con
QUIN. Lo cual sugiere que el aumento tanto en la expresion del ARN mensajero,
como de la proteina htt en respuesta a la sobreestimulacion de los receptores
NMDA, podria tener una participacion importante en el desarrollo de la EH
(Carlock et al.,1995). Siendo asi que la aparente especificidad neuronal en el
incremento de la htt durante la respuesta aguda al evento excitotdéxico podria
proveer una explicacién parcial para la degeneracidon especifica observada en la
EH (Tatter et al., 1995).
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JUSTIFICACION

El estrés oxidativo generado por la sobreproduccion del NO es un factor
importante en la fisiopatologia de los transtornos neurodegenerativos. Lo que lleva
a proponer que la neurodegeneracidon excitotoxica asociada a receptores NMDA
es un factor critico en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas y
en particular de la EH. Por lo que la utilizacion de un modelo con mutacién nula
para la nNOS provee de una valiosa herramienta para el estudio de la
participacion del NO en la fisiologia o patofisiologia de estos transtornos. Dado
que a la fecha no esta estudiado el dafo oxidativo inducido por QUIN en los
ratones con mutacion nula para la nNOS, y no existe un analisis de cambios en la
expresion del gen de la htt. El estudio de estos dos puntos en el dafio generado
por QUIN, en el modelo de ratones con mutacion nula para la nNOS(-/-), nos
permitira entender mejor los procesos de dafio en el modelo experimental de la
EH.

HIPOTESIS

El dafio oxidativo inducido por QUIN en el cuerpo estriado del raton con mutacion
nula nNOS (-/-) estara disminuido; por el contrario la expresion del gen de la htt

estara aumentado en los ratones lesionados intraestriatalmente con QUIN.
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OBJETIVOS

General

Estudiar la participacion de la sintasa del 6xido nitrico en el dafio oxidativo
inducido por QUIN en ratones con mutacion nula para la nNOS. Paralelamente
observar si el gen de la huntingtina presenta cambios en su expresion posterior a

la excitotoxicidad por QUIN.

Particulares

Evaluar el dafo neuronal inducido por QUIN en los ratones de la colonia con
mutacion nula para la nNOS (-/-).

Evaluar el estado oxidativo inducido por QUIN en los ratones de la colonia con
mutacion nula para la nNOS (-/-).

Cuantificar la actividad y determinar el nivel de expresion de las NOS inducida por
QUIN en los ratones de la colonia con mutacion nula para la nNOS (-/-).

Analizar la expresion del gen de la htt después de la lesiéon con QUIN en los
ratones de la colonia con mutacién nula para la nNOS (-/-).
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MATERIAL Y METODOS

Material biolégico
La colonia de ratones con mutacién nula para la nNOS fue iniciada a partir de tres

ratones machos de la linea B6,129-Nos1™'"'™" homocigotos con mutacion nula
NNOS(-/-) (Huang et al., 1993) provenientes de los Laboratorios Jackson (Bar
Harbor, ME, EUA) y 6 ratones hembras homocigotos nNOS (+/+) de la cepa
B6CBA.

Identificacion del genotipo de los ratones de la colonia con mutacion nula
para la nNOS

Los ratones de la colonia con mutacion nula para la nNOS siguen una herencia
mendeliana, por tanto se formaron 3 grupos con distintos genotipos de acuerdo a
las cruzas a realizar: ratones homocigotos silvestres nNOS (+/+), heterocigotos
nNOS (+/-) y homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-).

Para la identificacion de estos grupos se realiz6 la siguiente metodologia:

Extracciéon del ADN. A la edad de 4-5 semanas, se realizé una biopsia de oreja
para obtener el ADN genénimo de cada raton. Se utilizaron 475 pL de una
solucion de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 20 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.312%) mas
25 pL de proteinasa K (20 mg/mL), la cual se incubé durante 6 hrs como minimo
para la digestion del tejido y liberacion del ADN. La purificacion del ADN se realizé
con 500 pL de una solucién de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) para
eliminar el tejido no digerido y las proteinas. Cada muestra fue agitada
vigorosamente y centrifugada durante 5 minutos a 14, 000 rpm (25°C); terminado
este procedimiento se tomaron 400 pL de la fase acuosa (superior) y se
transfirieron a una microfuga estéril. El aislamiento del ADN se realizé en dos
pasos: 1) se agregaron, 400 uL de isopropanol a 4°C, la muestra se agitd
vigorosamente y centrifugd durante 5 minutos a 14, 000 rpm (4°C); 2) con 1 mL de
alcohol etilico al 70 % repitiendo las condiciones de centrifugado. Posteriormente
el ADN obtenido fue solubilizado en 100 pyL de una solucion de TE (Tris 1 M, pH
7.6y EDTA 0.5 M).
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Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
identificacion del genotipo se realizd6 mediante una (PCR), se amplificaron
fragmentos de los genes de nNOS y NEO (gen de resistencia a neomicina)
utilizando dos pares de oligonucledtidos: IMR0406
5'TCAGATCTGATCCGAGGAGG y IMR0407 3'CGATACTGTCGCGAGACCTT,
que reconocen la secuencia del primer exén de la nNOS y IMRO0013
5'CTTGGGTGGAGAGGCTATTC y IMR0014 3'CTAGAGGACAGTAGAGTGGA,
que identifican un fragmento del gen NEO. Las condiciones utilizadas para un
volumen final de reaccion de 25 pL por PCR estuvé constituida por 2.4 pyL de una
solucion amortiguadora 10X (KCI 500 mM, MgCl, 15 mM, Tris-HCI 100 mM
pH=9.0); 0.8 pL de los oligdbmeros IMR0013 y IMR 0014 y 1.2uL de IMR0406 y
IMRO407; 5 pyL (100-150 ng) del ADN extraido de la biopsia de oreja; 2.4 uL de
MgCl, (25mM); 1.92 pL de dNTPs (25 mM); 0.12 pL de Taq polimerasa (5 U/pL),
9.16 pL de agua inyectable estéril. Ademas, se realizaron dos reacciones
independientes, una como control negativo con 1 puL de agua inyectable y otra
como control positivo con 1 pL de plasmido pLNCX, que contiene el gen de
resistencia a la neomicina. Las condiciones para la amplificacion fueron: 1 ciclo a
94°C durante 3 minutos; 35 ciclos a 94°C por 30 segundos; 60°C, 30 segundos;
72°C, 30 segundos y finalmente 1 ciclo a 72°C durante 2 minutos.

Los productos obtenidos por PCR tienen un tamafo de 117 pares de bases, para
el gen de nNOS y 280 pares de bases para el gen de NEO. El control positivo de
la reaccién fue llevado a cabo con el plasmido pLNCX. Los productos amplificados
se analizaron en un gel de agarosa al 3% y éste fue tefiido con 3 pL de una
solucion de bromuro de etidio (10 mg/mL). Para observar el ADN amplificado de
cada raton con luz U.V. fueron depositados 12 yL de cada reaccion, mas 3 pL de
una solucion de carga en cada pozo y se corrié durante 30 min a 100 V.

Lesion estereotaxica con QUIN para generar el modelo de excitotoxicidad.
Bajo anestesia profunda con pentobarbital sodico a una dosis de 70 mg/kg i.p. los
ratones fueron colocados en un aparato estereotaxico para inyectar 1 uL de QUIN

(30 nmol/uL) en el cuerpo estriado del hemisferio derecho, usando las siguientes

16



coordenadas: 0.6 mm anterior, -2.2 mm lateral a bregma y -2.6 mm ventral a la

duramadre (Petersén et al., 2001).

Determinacion del daino oxidativo
La medicion del estado oxidativo, se realiz6 mediante la cuantificacion de la

peroxidacién de lipidos (PL) y la formacion de ROS en el cuerpo estriado de los
ratones homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-), heterocigotos nNOS(+/-) y
homocigotos silvestres nNOS(+/+), para lo cual fue extraido y disectado el cuerpo

estriado del hemisferio derecho a las 2 horas después de la inyeccion con QUIN.

Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos. Se sigui6 la técnica descrita por
(Triggs & Willmore, 1984). EI cuerpo estriado del hemisferio derecho fue
homogenizado en 2.2 mL de solucion salina. A un mL de dicho homogenado se le
adicion6 4 mL de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1, v:v). Después la mezcla
fue refrigerada por 30 minutos para permitir la separacion de las fases, siempre
protegida de la luz. La fase acuosa (fase superior) se aspira con una bomba de
vacio. Finalmente fueron transferidos 2 mL de la fase organica (cloroférmica) a
una celda de cuarzo y se agregaron 200 pL de metanol. La muestra fue analizada
usando un espectrofotometro de fluorescencia a longitudes de onda de 370 nm de
excitacion y 430 nm de emision. Los resultados son reportados como unidades
relativas de fluorescencia por mg de proteina (Rios & Santamaria, 1991; Pérez-
Severiano et al., 2000).

Cuantificacion de la formacion de especies reactivas de oxigeno. La
formacion de especies reactivas de oxigeno fue evaluada utilizando diacetato de
2’ 7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA), el cual es oxidado por accién de las ROS
para formar 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), la cual es capaz de generar
fluorescencia (Ali et al., 1992).

Cinco L del homogenado antes utilizado en la PL fueron mezclados con 45 pL de
solucion amortiguadora TRIS-HEPES (18:1) (TRIS pH 7.4: solucion HEPES
conteniendo NaCl 120 mM, KCI 2.5 mM NaH2PO, mM, MgCl, 0.1 mM, NaHCO3 5
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mM, glucosa 6.0 mM, CaCl, 1.0 mM, HEPES 10.0 mM). A partir de esta mezcla se
tomaron 5 pL los cuales se incubaron con 145 pyL de solucion amortiguadora
TRIS-HEPES (18:1) y 50 yL de DCF-DA 50 uM a 37°C durante 1 hora con
agitaciéon constante en una placa de 96 pozos. Posteriormente se realizé la
determinacién de la fluorescencia de cada muestra en un multi-lector de placa
FLx800 (Biotek instruments, Inc.), a una longitud de onda de 488 nm de excitacion
y 525 nm de emision. Los valores obtenidos fueron calculados a partir de la
interpolacién en una curva de calibracion de diclorofluoresceina DCF 100 nM
ajustada por el método de minimos cuadrados. Los valores de proteinas de cada
muestra se utilizaron para expresar los resultados como nmoles de DCF /mg

proteina/min.

Determinacion del daino neuronal

Cuantificacion de la conducta de giro. La medicidén del dafio neuronal inducido
por QUIN, se realizé mediante la cuantificacion de la conducta de giro. Tres dias
después de realizar la lesion intraestriatal con QUIN se administré de forma
intraperitoneal R-(-)-apomorfina (1 mg/kg), cada ratén fue colocado en una caja de
policarbonato (25X40X20 cm) y se cuantifico durante 30 minutos el numero de giros
ipsilaterales.

Determinacién de los niveles de GABA por CLAR (Cromatografia de liquidos
de alta resolucién). Cuatro dias después de la lesion estriatal, los ratones fueron
administrados con un inhibidor de la glutamato descarboxilasa (GAD; enzima paso
limitante en la sintesis de GABA), el acido 3-mercaptopropiénico (0.25 mmol/kg
i.p.) para inhibir el incremento de GABA post mortem. Dos minutos después, los
animales se sacrificaron por decapitacion y se realizé la extraccion del tejido
estriatal. El contenido estriatal de GABA, se determin6 por CLAR (Sistema Agilent
serie 1100 con una columna Alltech-adsorbosphere, OPA-HS, tamafo de
particulas de 5 ym y de 100 mm largo X 4.6 mm de diametro interno), utilizando el
método modificado de Pérez-Neri y colaboradores (2007). El cuerpo estriado fue
homogenizado en 50 volumenes de una solucion de metanol grado HPLC al 85%
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(v/v), utilizando un procesador ultrasonico (130 W, 40% amplitud, 15 s, 2 ciclos),
los homogenados se centrifugaron a 14, 000 rpm por 15 minutos a 4°C y 10 L del
sobrenadante obtenido se inyectaron al sistema para su analisis, utilizando
detector de fluorescencia a 232 nm de excitacion y 455 nm de emision, realizando
una derivatizacion pre-columna con o-ftalaldehido-mercaptoetanol. El programa de
gradiente para el analisis cromatografico se encuentra en la tabla 1. Los
cromatégramas se integraron y procesaron utilizando el software ChemStation de
Agilent, Rev. 10.02.

Tabla 1. Programa de gradiente para el analisis por CLAR

Flujo 1.5 mL / min
Tiempo (min) | % A (MeOH) % B (Buffer de Acetatos)
1 0 22 78
2 12 35.9 64.1
3 121 929 1
4 15 99 1

Analisis del sistema nitrérgico

Determinaciéon de la participacion de la NOS. La participacion del NO en el
dafo oxidativo fue cuantificado indirectamente mediante la técnica descrita por
Bredt & Snyder (1990), la cual mide la actividad de la NOS evaluando la
conversion de L-arginina a L-citrulina mas NO. Cada muestra fue homogenizada
en 150 yL de una mezcla de inhibidores de proteasas disueltos en una solucion
reguladora (50 mM de Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM EGTA, con 0.1% (v/v)
B-mercaptoetanol a pH de 7.5). La solucién final de inhibidores se preparé
obteniendo las siguientes concentraciones finales 100 mM de leupeptina, 1 mM de
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) a partir de una solucion patron de 100 mM
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disuelto en etanol, 2 mg/mL de aprotina, 10 mg/mL de inhibidor de tripsina de soya
y 0.1 % (v/v) de noninet-40. Posteriormente cada muestra con un contenido de
500 pg de proteina se incubd durante 30 min a 37°C en presencia de los
siguientes cofactores (todos a concentraciones finales en un volumen maximo de
reaccion de 100 pL): 1 mM NADPH, 100 nM de calmodulina, 30 uM de
tetrahidrobiopterina y 2.5 mM CaCl,. La mezcla de reaccion contuvo 10 uyM L-
arginina-HCIl y 0.2 pCi de L-arginina (Amersham, aproximadamente 41 Ci/mmol).
Los volumenes finales de reaccién fueron ajustados a 100 yL con una solucién
reguladora. Transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccion se detuvd
adicionando 1 mL de una solucion amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM
EDTA, 20 mM HEPES, pH=5.5). La mezcla de reaccién (volumen final de 1.1 mL),
fue transferida a una columna de intercambio ibnico que contenia 1 mL de resina,
la cual retiene la L-arginina y permite que la L-citrulina sea eluida, con 1 mL de
agua bidestilada durante 10 min, a través de la columna; posteriormente, a cada
eluyente de la mezcla de reaccion se le adicionaron 5 mL de liquido de centelleo
Aquasol-2, para la cuantificacion de la radiactividad se utiliza un contador de
centelleo. La actividad enzimatica se expresa como ng de L-citrulina/500 pg de

proteina/ min.

Determinacidén de la expresion de la iNOS, eNOS y nNOS por “Western blot”. A
partir del homogenado utilizado para la determinacion de la actividad de las
isoformas de la NOS (la cual contenia inhibidores de proteasas y cuya
concentracion de proteinas fue evaluada previamente), se toma un volumen
correspondiente a 50 pug de proteina de cada muestra y se mezclé con un volumen
igual de solucion amortiguadora de Laemmli que contiene (4% SDS, 20% glicerol,
2% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol, 0.125 M Tris-Hcl, pH 6.8). La
desnaturalizacion de las proteinas se realiz6 mediante un bafio de agua en
ebullicion durante 3 minutos, cada muestra se depositd en un pozo de un gel de
poliacrilamida con SDS al 8%. La electroforesis se llevo a cabo a 140 V, durante 1
hora, después se realiz6 la transferencia a una membrana de PVDF a 110 mA,

con el sistema de electrotransferencia semiseco durante 45 minutos. El bloqueo
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de proteinas inespecificas se hizo con una mezcla de leche descremada al 5%
disuelta en PBS 1X (0.14 M NaCl, 2.75 mM NaH;PO4-H,0, 12.3 mM Na;HPO,, pH
7.4)-Tween 0.05%, incubandose por 1 hora a temperatura ambiente. La
inmunodeteccién de las proteinas se realizd6 incubando por separado con los
anticuerpos primarios nNOS, eNOS e iNOS (Santa Cruz Biotechnology Inc.) a una
dilucién 1:300, durante toda la noche a 4°C con agitacién constante.
Posteriormente se lavé varias veces con 10 mL PBS-Tween 0.05%. En seguida,
se agrego el anticuerpo secundario (peroxidasa anti-ratén 1:3000 o anti conejo en
una relacion de 1:6000) y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente, con
agitacion constante. Terminando el tiempo de incubacion se lavo varias veces con
PBS Tween. La deteccidn de las proteinas se realizé con un reactivo que genera
quimioluminiscencia (NEN™ Life Science Products) y se utilizé una pelicula Kodak
(X-OMAT). Las imagenes fueron capturadas usando un instrumento BIODOC-it
System (UVP) y el analisis de densitometria se realizé usando el programa Lab
Works™ 4.0 Image Acquisition and Analysis Software (UVP). Después de realizar
el analisis densitométrico, los resultados (normalizados con la expresion de actina)

fueron expresados como unidades arbitrarias de densidad optica (DO).

Determinacién de la expresion del gen de la htt.

La determinacidn de la expresion del gen que codifica para la htt se realizd con la
extraccion del ARN mensajero y la amplificacion del gen htt mediante PCR en el
cuerpo estriado, 2 horas depués de la inyeccidon con QUIN de los ratones
homocigotos (+/+),heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-).

La extraccion el ARN se realiz6 homogenizando el tejido con 500 pL Tripure
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incub6 durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Al homogenizado se le afiadieron 200 yL de cloroformo,
fue agitado suavemente durante 30 segundos, y se dejd incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugo a 4°C, 18 minutos a 14 000 rpm. Se transfirio
aproximadamente el 75% de la fase acuosa incolora (superior) a un tubo limpio.
Para la purificacion y aislamiento, se afiadieron 500 uL de isopropanol a 4°C, se
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agitd mediante inversion varias veces y se incub6 durante 20 minutos. Dicha
mezcla se centrifugé 10 minutos a 13 000 rpm (4°C). El sobrenadante se decanté
y desecho, para posteriormente afadir 500 yL de etanol al 75%, se agito
vigorosamente durante 1 minuto y se centrifugé 10 minutos a 14 000 rpm (4°C). Al
finalizar el centrifugado el sobrenadante se decanté y desechd, se permitié que el
botdn secara por evaporacion durante 5 minutos para después afnadir 200 yL de
agua DEPC.

La concentracién del ARN se estimo en un espectrofotdmetro de UV a 240 nm

Sintesis del ADN complementario (ADNc). Se tomaron 5 ug de ARN total y se le
afnadieron 2 uL de oligo dT y se incubd con las siguientes condiciones: 10 minutos
a 65°C, 5 minutos a 4°C. Finalizado este proceso se agregaron 10 uL de una
mezcla que contenia 2.4 yL de agua DEPC, 4 uL de regulador 5x, 0.8 yL de M-
MLVRT (200 U/ yL), 0.8 uL dNTP’s (10 mM) y2 pL de DTT (100 mM). La mezcla
se incubo6 a 37°C durante 1 hora y 5 minutos a 95°C. Finalmente se anadieron 80
uL de agua DEPC.

Expresion del ARN mensajero del gen htt. La determinacion de la expresion del
gen hit se realizé mediante una (PCR) con la amplificacion del fragmentos del gen
htt  utilizando el par de oligonucledtidos: sentido htt1 5
GGGGTGACACGGAAAGAAAT vy antisentido htt2 3° TCAGTGCTTGCAGGAGTTCA
(Doruet et al., 2009) que reconocen la secuencia del décimo exon de la htt y como
control, un par de oligonucleotidos que identifica un fragmento del gen de actina:
ACT1 sentido 5 CTTGGGTGGAGAGGCTATTC y ACT2 antisentido
3'CTAGAGGACAG-TAGAGTGGA. Las condiciones utilizadas para un volumen
final de reaccion de 25 uL por PCR estuvo constituida por 2.4 uL de una solucion
amortiguadora 10X (KCI 500 mM, MgCl, 15 mM, Tris-HCI 100 mM pH=9.0); 1 yL
de los oligbmeros htt1 y htt2 y 1 yL de ACT1 y ACT2; 5 pL del cDNA sintetizado;
2.4 pL de MgCl; (25mM); 1.92 yL de dNTPs (25 mM); 0.12 pL de Taq polimerasa
(5 U/uL), 9.16 pL de agua inyectable estéril. Ademas, se realiza una reaccion
independiente, como control negativo con 1 pL de agua inyectable. Las
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condiciones para la amplificacion son: 1 ciclo a 94°C durante 3 minutos; 45 ciclos
a 95°C por 8 minutos; 68°C, 5 minutos; 72°C, 8 minutos y finalmente 1 ciclo a
72°C durante 2 minutos. Los productos obtenidos por PCR tienen un tamafio de
175 pares de bases para el gen htt y 200 pares de bases para el gen de actina.
Los productos amplificados fueron analizados de la manera indicada

anteriormente.

Analisis estadistico
Los valores obtenidos de cada experimento fueron analizados por una prueba
estadistica de ANOVA o ANOVA de dos vias, para detectar diferencias entre los

grupos. Para los experimentos donde se encontré una diferencia significativa se

prosiguio con una prueba de Tukey.
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RESULTADOS

La identificacion del genotipo de cada raton por PCR a la edad de 4-5 semanas se
inicié con la extraccidn del ADN a partir de una biopsia de la oreja de cada ratén.
De cada generacion de animales, identificamos las poblaciones de homocigotos
nNOS (+/+), heterocigotos nNOS (+/-) y homocigotos con mutacion nula para la
nNOS (-/-) (Figura 3). Todos los animales obtenidos de los diferentes genotipos,
se emplearon en los experimentos de determinacion del dafio neuronal y estado
oxidativo, cuantificacion de la actividad y expresion de las NOS, y para la

identificacion del gen de la htt.

PM. ) pmnex 1 2 3 4 5

280pb

117pb

Figura 3. Productos amplificados por PCR para la determinacion de
genotipo de los ratones con mutacién nula para la nNOS. Los
fragmentos de 280 y 117 pb correspondientes al exon 1 de la nNOS
y el gen de resistencia a neomicina (NEO) respectivamente. Donde
P.M. indica el marcador de peso molecular (pb; pares de bases), (-)
es el control negativo de la reaccién y pLNCX el control positivo.
Los carriles 1 y 2 corresponden a ratones homocigotos nNOS (+/+),
3 y 4 a ratones heterocigotos nNOS (+/-) y 5 a un ratébn homocigoto
con mutacion nula nNOS (-/-).
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Para evaluar el dafio oxidativo inducido por QUIN, se determiné la peroxidacion de
lipidos (PL) y la formacion de ROS dos horas después de la microinyeccion
estriatal con QUIN. Los ratones homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) lesionados
con QUIN (25.803+2.878, 25.416+2.317 UF/mg prot.) muestran un aumento
significativo en la PL con respecto a sus testigos (12.231+2.298, 11.574+2.375
UF/mg prot.) administrados intraestriatalmente con SSI. Sin embargo los ratones
con mutacion nula nNOS (-/-) lesionados con QUIN (10.313+2.724 UF/mg prot.) no
mostraron diferencias significativas con respecto a su testigo (10.897+2.69 UF/mg
prot.). Los ratones testigos de los 3 diferentes genotipos no muestran diferencia
significativa entre si. En resumen, los ratones con mutacion nula nNOS (-/-)
mostraron una reduccion significativa de ~60% en comparacion con sus hermanos
homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) (Figura 4a). Resultados similares se
obtuvieron de la determinacion de la formacion ROS, donde los ratones
homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-) (4.513+0.366 nmoles de DCF/mg
prot/min) mostraron una disminucion de la formacion de ROS con respecto a sus
hermanos (8.789+0.707, 8.093+.0519 nmoles de DCF/mg prot/min) homocigotos

(+/+) y heterocigotos (-/-) respectivamentes. (Figura 4b).
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Figura 4. Dafio oxidativo en el cuerpo estriado de los ratones
homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con
mutacion nula nNOS (-/-), dos horas depués de la inyeccion con
solucion salina isotonica (SSI) o acido quinolinico (QUIN). a)
Peroxidacién de lipidos, b) especies reactivas de oxigeno
(ROS). Cada barra representa la media =+ ES (n=3-6), ANOVA
de dos vias, post hoc Tukey, *p<0.05.
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Para evaluar el dafio neuronal inducido por la inyeccién intraestriatal con QUIN se
cuatifico la conducta de giro. La administracion de apomorfina a los ratones resulta
en la manifestacion de la conducta de giro contralateral al hemisferio dafado
(Ungerstedt, 1971). La velocidad y el numero de giros es proporcional al grado de
la lesion. Los ratones homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-) mostraron una
disminucién significativa de ~80% con respecto a sus hermanos homocigotos (+/+)
y heterocigotos (+/-), mientras que los otros dos grupos no mostraron diferencias
significativas entre si (Figura 5).

# de giros/ 30 min

|
-

Genotipo

Figura 5. Giros ipsilaterales 3 dias después de la inyeccion
con acido quinolinico (QUIN) de los ratones homocigotos (+/+),
heterocigotos (+/-) y con mutaciéon nula para la nNOS (-/-).
Cada barra representa la media + ES (n=3-6), ANOVA
*p<0.05.
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Como marcador neuroquimico del dafio neuronal se cuantificaron los niveles de
GABA en el estriado despues de la inyeccion intraestriatal con QUIN. Los ratones
de los 3 genotipos microinyectados con QUIN mostraron una disminucion
significativa de los niveles de GABA con respecto a los controles. Sin embargo la
disminucién de los niveles de GABA fue significativamente menor en los ratones
con mutacion nula nNOS (-/-) con respecto a los genotipos homocigoto (+/+) y
heterocigoto (+/-) lesionados intraestriatalmente con QUIN (Figura 6).

SSI
E3 QUIN

mmol/mg tejido

Genotipo

Figura 6. Niveles de GABA de los ratones homocigotos
(+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutacion
nula nNOS (-/-), 3 dias despues de la lesion con solucion
salina isotonica (SSI) o acido quinolinico (QUIN). Cada
barra representa la media + ES (n=3-6), ANOVA de dos
vias, post hoc Tukey, *p<0.05
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Para evaluar la participaciéon del NO en la neurotoxicidad inducida por QUIN, se
cuantificd la actividad de las NOS total, NOS dependiente de Ca?** y NOS
independiente de Ca?* en el cuerpo estriado, 2 horas después de la
microinyeccion con QUIN. Los ratones con mutacion nula nNOS (-/-) mostraron
una disminucion en la actividad total de la NOS en comparacién con sus hermanos
homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) (Figura 7a). En la actividad de las NOS
constitutivas dependientes de calcio, los ratones con mutacion nula nNOS (-/-)
muestran una disminucion significativa con respecto a sus hermanos (Figura 7b),
mientras que la actividad de la NOS independiente de calcio fue baja en
comparacion con la constitutiva y similar los 3 genotipos (Figura 7c).

La expresidon de la isoforma nNOS muestra un aumento en los ratones
homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-) tratados con QUIN con respecto a los
testigos (Figura 8a y b). En los ratones con mutacion nula para la nNOS (-/-) no se
detecto la expresidn de esta isoforma (Figura 8a y b). La expresion de la isoforma
eNOS no mostré diferencias entre los 3 diferentes genotipos y los dos tipos de
tratamiento (Figura 8a y c). La isoforma iNOS no fue detectable en ninguno de los

3 genotipos.
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Figura 7. Actividad a) total, b) constitutiva dependiente de Ca**, c) independiente
de Ca?*, de la NOS en el cuerpo estriado, 2 horas depués de la lesién con QUIN,
de los ratones homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos con mutacion
nula nNOS (-/-). Cada barra representa la media = ES (n=4), ANOVA *p<0.05
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Figura 8. Expresion de las isoformas de la NOS en el cuerpo estriado dos
horas después de la inyeccion con solucién salina isotonica (SSI) o acido
quinolinico (QUIN). a) Deteccion de la expresion de las isoformas nNOS, eNOS
y p-actina. Analisis densitométrico de la nNOS (b) y eNOS (c). Cada barra
rerpesenta la media = ES (n=3), ANOVA de dos vias post hoc Tukey, *p<0.05.
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Figura 9. Expresion del gen hit en el cuerpo estriado 2 horas después de
la inyeccion con soluciéon salina isoténica (SSI) o acido quinolinico
(QUIN). a) Expresion y deteccion del gen htt y p-actina. b) Analisis
densitométrico de la expresion del gen htt normalizado por pg-actina.
Cada barra representa media + ES (n=3), ANOVA post hoc Tuckey,
*p<0.05.

La expresion del gen htt de los ratones inyectados intraestriatalmente con SSI y
QUIN no muestran cambios significativos entre los 3 distintos genotipos. Pero si
existe un aumento de la expresion de gen hit al comparar los ratones lesionados
con QUIN (homocigotos (+/+) 0.899+0.050, heterocigotos (+/-) 0.931+0.033,
homocigotos (-/-) 0.957+0.068) con respecto a los lesionados con SSI
(homocigotos (+/+) 0.625+0.066, heterocigotos (+/-) 0.695+0.094, homocigotos(-/-)
0.584+0.042) (Figura 9).
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DISCUSION Y CONCLUSION

La funcion del NO en procesos bioldgicos del sistema nervioso central y periférico,
resulta ser de interés en varias areas de investigacion. El NO esta involucrado en
diferentes procesos fisiolégicos como la plasticidad sinaptica, neuromodulacion y
relajacion del musculo liso (Calabrese et al, 2007). Pero si el NO es producid en
exceso se le asocia con procesos patolégicos como las enfermedades
neurodegenerativas y eventos de excitotoxicidad (Pérez-Severiano et al., 1998;
Martinez-Lazcano et al., 2007; Calabrese et al., 2007).

Es de gran importancia la comprension de las funciones del NO en el cerebro, asi
como su participacion en las enfermedades neurodegenerativas. Para ello se
emplean herramientas farmacolégicas las cuales nos ofrecen una primera
aproximacion hacia la comprensién de la funcion de esta molécula, pero para
definir claramente la funcién de cada una de las isoformas de la NOS, la utilizacion

de organismos con mutacidn nula nos ofrece una mejor aproximacion.

El NO esta implicado en la neurotoxicidad por dafo oxidativo, principalmente por
la formacion de peroxinitrito, un metabolito altamente reactivo que dafa
componentes celulares (Mukhopadhyay et al., 2009; Brown, 2010). Por ello
consideramos relevante determinar las consecuencias de la falta de la nNOS en el
estado oxidativo después de la lesion con QUIN como un modelo neuroquimico de
la EH.

Los ratones con mutacién nula para la nNOS fueron descritos por el grupo de
Huang (1993), donde muestran bajos niveles de la actividad de la NOS vy
caracteristicas fenotipicas como alargamiento del estdmago y conducta agresiva
entre otras. Posteriormente se caracterizo el estado oxidativo en los ratones con
mutacion nula para la nNOS desde las 12 hasta las 35 semanas de edad, en dicho
estudio se encontr6é que existe una proteccién selectiva contra el dafio oxidativo en
el cerebro del ratdbn con mutacion nula nNOS (-/-), particularmente en el cerebelo
(Martinez-Lazcano et al., 2007). Esta proteccion selectiva contra el dafio oxidativo
podria participar determinando la susceptibilidad contra distintos dafios cerebrales.
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Recientemente se establecié la colonia de ratones con mutacion nula para la
nNNOS, y se realizo la genotipificacion mediante PCR lo cual nos permitié identificar
ratones con los 3 distintos genotipos: homocigotos (+/+), heterocigotos (+/-) y
homocigotos con mutacion nula nNOS (-/-). Los ratones de la colonia mostraron
una frecuencia mendeliana, y los 3 distintos genotipos fueron viables y fértiles,
ademas de presentar las caracteristicas fenotipicas ya descritas por Martinez-
Lazcano y colaboradores (2007).

Estd ampliamente demostrado que el dafo inducido con QUIN en el cuerpo
estriado se asocia con el incremento en la expresion y actividad de las NOS
(Santamaria & Rios, 1991, 1993) y que la inhibicién de las mismas es capaz de
prevenir la conducta de giro y peroxidacion de lipidos inducida por QUIN (Pérez-
Severiano et al., 1998., 2002). Lo cual sugiere que el dafio neuronal inducido por
QUIN esta asociado con la sintesis excesiva de NO. Estudios in vivo e in vitro
mostraron que la activacion de los receptores NMDA favorece la formacion de
ROS a partir de la NOX2 a través de la via de sefalizacion NO-cGMP-PKG, vy el
inhibidor especifico de la nNOS, 7-Nitroindazol (7-Ni) es capaz de prevenir la
formacion de las ROS (Girouard et al., 2009).

Existen diversos reportes en los que se demuestra que la sobreactivacion de los
receptores a NMDA participa en eventos de excitotoxicidad mediando muerte
celular y neurotoxicidad (Choi, 1988; Fisher, 1991; Dawson et al., 1996; Ayata et
al.,, 1997). De igual manera esta reportado que el QUIN, actua sobre los
receptores a NMDA, sobreactivandolos y permitiendo la entrada de Ca’* a la
célula, el cual se une a la calmodulina activando la isoforma neuronal de la NOS.
La activacidén de la nNOS produce un incremento en la sintesis de NO el cual esta

involucrado en procesos de neurotoxicidad por estrés oxidativo.

En el presente estudio nosotros demostramos que la falta de la nNOS disminuye
la conducta de giro y atenua la disminucioén de los niveles de GABA, ademas de
prevenir el dafio oxidativo determinado como PL y formacion de ROS en el cuerpo
estriado posterior a la inyeccion con QUIN. Existen resultados similares
demostrados en ratones y cultivos corticales con mutacion nula para la nNOS (-/-)
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tras la exposicion a NMDA (Dawson et al., 1996; Ayata et al., 1997), donde se

muestra una proteccion ante la ausencia de la nNOS. En nuestros resultados

observamos que la conservacion de los niveles de GABA en los ratones con

mutacion nNOS (-/-) fue suficiente para prevenir la conducta de giro ipsilateral.
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Figura 9. Esquema que resume el posible proceso de muerte celular
excitotéxica. a) Raton homocigoto nNOS (+/+). La sobreactivacion de los
receptores NMDA causa la entrada de calcio al citosol. El Ca®" estimula la
actividad de vias de sefializaciéon y enzimas con actividad catalitica un proceso
tardio que contribuye a la muerte celular. La activacion de la nNOS vy
produccion de radicales libres es un proceso temprano que contribuye a la
neurodegeneracion potencializando el dafio a componentes celulares vy
disminuyendo las defensas antioxidantes. b) Raton con mutacion nula nNOS (-
/-). La deficiencia de la nNOS evita la produccion de radicales libres,
disminucién de las defensas antioxidantes y por tanto el dafo excesivo a
componentes celulares. La activacién de vias de sefialzacion y enzimas con
actividad catalitica permanecen activas dando lugar a una muerte neuronal
tardia.

El hecho que la mutacion nula de la nNOS no prevenga la disminucion de los
niveles de GABA, pero atenue dicha reduccion y prevenga el dafio oxidativo
inducido por QUIN, sugiere que el dafio oxidativo causado por la produccion
excesiva del NO generado por la nNOS es un evento temprano en la
degeneracion, el cual contribuye exacerbando la muerte neuronal. Sin embargo la
entrada de Ca®' tras la activacion de los receptores a NMDA, desencadena una
serie de eventos como la activacion de vias de sefializacion y proteasas

dependientes de Ca®*, contribuyendo a la muerte neuronal tardia (ver figura 9).

La inyeccion intraestriatal con QUIN demostré la activacién de caspasa 3 a partir
de las 12 horas de administraciéon provocando una muerte apoptotica (Qin et al.,
2000). Por otra parte ratas lesionadas intraestriatalmente con QUIN mostraron
incrementos en la expresiéon de ARNm de la INOS a partir de las 12 horas despues
de la lesion con un maximo a las 24 horas (Aguilera et al., 2007), en nuestros
resultados no reportamos la presencia de la INOS ya que no fue posible detectarla
mediante inmunoblot a las 2 horas posterior a la lesion. En el mismo sentido en el
modelo con acido kainico ratones inyectados intraestriatalmente mostraron el
incremento en los niveles del ARNm de la INOS hasta 1 dia despues de la lesion
(Parathath et al., 2007), reflejando el tiempo necesario para que una cantidad

considerable de glia sea activada. Es asi que el NO producido por la iINOS podria
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ser el responsable de la degeneracion tardia observada en los ratones deficientes
de la nNOS.

De acuerdo con reportes anteriores (Huang et al., 1993; Martinez-Lazcano et al.,
2007), no detectamos las presencia de la nNOS por inmunoblot en el cuerpo
estriado de los ratones con mutacidon nula nNOS (-/-). Por otra parte se detecto la
expresion de la eNOS en los 3 distintos genotipos, consistente con los reportes
anteriores indicando que la expresién de la eNOS es similar en los 3 genotipos
(Huang et al., 1993; Martinez-Lazcano et al., 2007).

Después de la inyeccion con QUIN existe un incremento en la actividad como de
la cNOS principalmente (Schmidt et al., 1995; Pérez-Severiano et al., 1998). En
nuestros resultados se muestra que los ratones con mutacion nula para la nNOS (-
/-) mostraron una disminucion en la actividad de la NOS total en comparacién con
sus hermanos homocigotos (+/+) y heterocigotos (+/-), pero mostraron niveles
similares en la actividad independiente de Ca*". Esta diferencia en la actividad
total de la NOS, se debe a la disminucion significativa de la actividad de la NOS
constitutiva dependiente de Ca*".

En nuestros resultados se observa que los ratones de los 3 distintos genotipos
lesionados intraestriatalmente con QUIN muestran un aumento de la expresién del
gen htt. Resultados similares a los encontrados por Carlock y Tatter que mostraron
un aumento en la expresion tanto del ARN mensajero como de la proteina htt en
respuesta a la sobreestimulacion de los receptores NMDA con QUIN (Carlock et
al., 1995; Tatter et al., 1995). Siendo asi que el incremento de la htt en respuesta
al evento excitotoxico complementaria la hipétesis del grupo de Schwarcz (2009) y
proveer una explicacién parcial para la degeneracidon especifica observada en la
EH (ver figura 2). Acorde con los resultados demostrados por Guidetti y
colaboradores (2006), en modelos transgénicos de la EH donde se encontré un
incremento significativo de 3-HK y QUIN en la corteza y el estriado, regiones
cerebrales que son particularmente vulnerables. Indicando que el incremento en la
longitud del tracto de poliglutamina de la htt es requerido para promover niveles
elevados de QUIN. Ademas, el hecho que niveles fisiologicos de QUIN puedan
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causar dafno excitotoxico, implica a este metabolito endégeno como posible
causante de la neuropatologia de la EH (Guidetti et al., 2006). Respecto a la
relacion que guardan la htt con la nNOS Li y colaboradores (1996), demostraron
una relacion entre nNOS y la HAP1, una proteina de asocacion con la htt que
posee mayor afinidad a la mhtt, resultando en una interaccion aberrante, la cual
podria causar el incremento en la producciéon del NO contribuyendo al dafo

neuronal.

Finalmente, concluimos que en los ratones deficientes de la nNOS existe una
disminucién de la neurotoxicidad inducida por QUIN. Demostrando asi que el NO
participa en el dafio neuronal temprano por estrés oxidativo en un modelo de

excitotoxicidad.
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