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RESUMEN

En el presente estudio se evalué mediante la técnica de registros electrofisioldgicos la
actividad glutamatérgica corticoestriatal para dilucidar si los diferentes tratamientos y
pretratamientos con el antioxidante polifendlico Resveratrol (20 mg/kg i. p.) eran capaces
de mejorar la respuesta sindptica poblacional en el modelo experimental de la
Enfermedad de Huntington inducido con acido 3-nitropropiénico (15 mg/kg i. p.). Asi
mismo, se evalud en presencia del Resveratrol, la respuesta sinaptica estriatal modulada
por el Factor Neurotroéfico Derivado del Cerebro (BDNF).

Los resultados obtenidos muestran que el Resveratrol es capaz de atenuar el dafio
inducido con acido 3-nitropropidnico. Asimismo, se encontrd que el efecto del Resveratrol
sobre la modulacién sinaptica corticoestriatal en presencia de BDNF es diferencial bajo las
mismas condiciones experimentales; en un 34% de los casos BDNF incrementa la
respuesta S1, mientras que en el 66% restante disminuye la amplitud de la respuesta S1.
En ambos casos se comprobd que la neurotrofina actia mediante mecanismos
postsinapticos.




1. INTRODUCCION
1.1 Sistema Nervioso

La estructura y organizacion del sistema nervioso es el resultado de millones de afios de
evolucidn. La evolucidon otorgd un sistema nervioso a los diferentes organismos, el cual les
permite integrar la informacién que reciben y emitir las respuestas mas adecuadas para la
supervivencia y reproduccion del organismo en cuestién (Revisado en Hickman, 2008).

El sistema nervioso es una red de tejidos altamente especializada que regula, coordina e
integra todas las funciones de los érganos y sistemas, y cuya principal funcidn consiste en
codificar, procesar y transmitir la informacidon para lograr una respuesta apropiada,
oportuna y eficaz (Revisado en Ross, 2008). Dicho de otro modo, el sistema nervioso es el
centro de control que regula todas las actividades del organismo.

Las neuronas son las células fundamentales del sistema nervioso, representan la unidad
anatémica y funcional del cerebro (Revisado en Ross, 2008). Estas no funcionan de forma
aislada; se organizan en conjuntos o circuitos neuronales que procesan tipos especificos
de informacién (Revisado en Purves, 2004).

Un ejemplo de circuitos neuronales son los ganglios basales conformados por una
compleja red de nucleos ubicados en el cerebro anterior o prosencéfalo cuyo desempefio
es esencial en el control del movimiento. Se ha propuesto que cualquier dafo o
desorganizacion de los ganglios basales produce alteraciones motoras como las
observadas en las enfermedades de Parkinson o en la de Huntington (Yamada et al, 2016).

1.2 Ganglios Basales

Los Ganglios Basales (GB) son un conjunto de estructuras subcorticales (Parent et al, 1995;
Bolam et al, 2009) involucrados en el control motor a través de la planeacién y ejecucién
correcta de los programas motores (Bolam et al, 2000). Asi mismo, desempefian un papel
importante en diversas funciones tales como: la actividad cognitiva, la conducta
emocional (Tisch et al, 2004) y los procesos de aprendizaje y memoria (Graybiel, 2000;
Calabressi et al, 2015).

Los GB se localizan en la parte ventral de los hemisferios cerebrales y se encuentran
organizados de manera topografica y funcional en circuitos especificos que involucran
diversas regiones de la corteza y el talamo, a este arreglo se le conoce como circuito
segregado (Afifi, 2003). Dichos circuitos son nombrados a partir de la funcién de las areas
corticales de donde se originan; éstos son: motor, asociativo, limbico y oculomotor
(DeLong & Wichmann, 2007; Wichmann & Dostrovsky, 2011).

Tradicionalmente los GB se encuentran conformados por cuatro nucleos principales
(Figural): el nucleo estriado o neoestriado, el globo palido (GP), la sustancia nigra (SN) y el




nucleo subtaldmico (SNT) (Bolam et al, 2000; Afifi, 2003; Tisch et al, 2004; Tepper et al,
2007; Bolam et al, 2009).

En roedores el estriado no cuenta con division alguna, sin embargo en vertebrados
superiores la capsula interna divide al estriado en el nucleo caudado y el putamen (Tepper
et al, 2007).

El globo pdlido es conformado por dos partes, el segmento externo (GPe) y el segmento
interno (GPi) (Bolam et al, 2000; Tisch et al, 2004; Tepper et al, 2007). En roedores, el
segmento externo es simplemente referido como GP mientras que el equivalente del
segmento interno (en términos de aferencias y eferencias) corresponde al nucleo
entopeduncular (EP). Los dos segmentos del GP difieren en aferencias y eferencias, por lo
tanto son funcionalmente distintos (Tepper et al, 2007).

De manera similar, la sustancia nigra se encuentra dividida en dos, la sustancia nigra pars
compacta (SNc) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr) (Bolam et al, 2000; Tisch et al,
2004; Tepper et al, 2007). Ambas partes de la SN poseen aferencias (inputs o entradas)
similares, sin embargo la diferencia radica en sus eferencias (outputs o salidas) y la
composicidon bioquimicamente distinta de sus diversos tipos neuronales (Tepper et al,
2007).

La division anterior corresponde a los aspectos dorsales de los GB; existe una divisiéon
ventral en la que se incluye al nucleo accumbens, al palido ventral (que probablemente
incluye un equivalente ventral del GPi), asi como aspectos mediales del STN y la SN
(Tepper et al, 2007). La division dorsal de los GB es asociada primordialmente con las
funciones motoras y asociativas mientras que la division ventral se encuentra mas
relacionada con funciones limbicas (Tepper et al, 2007; Gerfen & Surmeier, 2011).

El principal neurotransmisor utilizado por el 98% de las neuronas de los ganglios basales
es el acido gamma aminobutirico (GABA). Tanto el estriado, como ambos segmentos del
GP y la SNr poseen neuronas de proyeccidon cuya naturaleza es de tipo GABAérgica. No
obstante, existen algunas excepciones y el 2% restante corresponde con las neuronas
glutamatérgicas del STN, las neuronas dopaminérgicas de la SNc y la una Unica poblacién
de interneuronas estriatales que son de naturaleza colinérgica (Tepper et al, 2007; Bolam
et al, 2009).

La principal entrada o aferencia de informacién a los GB es el nucleo estriado. Este recibe
diversas aferencias glutamatérgicas excitatorias provenientes de la corteza y el tdlamo
(Tisch et al, 2004; Cepeda et al, 2007; Tepper et al, 2007 Gerfen & Surmeier, 2011). Por
otra parte, las principales estructuras eferentes o de salida que constituyen los GB son el
GPi y la SNr, todas estas estructuras proyectan principalmente hacia la corteza cerebral a
través del talamo (Middleton, 2000; Tisch et al, 2004; DelLong & Wichmann, 2007;
Wichmann & Dostrovsky, 2011).




Tallo Cerebral
Médula Espinal

Output o feedback

Figura 1. Diagrama simplificado de los componentes de los ganglios basales. Los nucleos que
conforman a los GB se incluyen en el cuadro azul claro, éstos son el nucleo estriado, el segmento
externo del globo palido (GPe), el nucleo subtalamico (STN), la sustancia nigra pars reticulata (SNr), la
sustancia nigra pars compacta (SNc) y el segmento interno del globo palido (SNr/GPi) que en conjunto
constituyen los nucleos de salida de los GB. Las dos principales entradas hacia los GB provienen de la
neocorteza y del tdlamo. El azul obscuro indica las estructuras que son principalmente GABAérgicas; el
rojo indica las estructuras que son principalmente glutamatérgicas, el amarillo indica las estructuras
que son principalmente dopaminérgicas y el verde indica aquellas estructuras que poseen una
neuroquimica variable (Modificado de Tepper et al, 2007).




1.2.1 Circuitos del sistema de los Ganglios Basales

El modelo mas influyente de la funcidon que desempeiian los circuitos de los ganglios
basales se encuentra basado en la segregacién y procesamiento de la informacion a través
de dos vias: la directa y la indirecta (Figura 2). Estas vias actian de manera contraria y
complementaria para favorecer el control del movimiento (Albin et al, 1989; Kreitzer &
Malenka, 2008; Gerfen & Surmeier, 2011; Calabresi et al, 2014).

El circuito de la via directa surge a partir de las neuronas espinosas medianas (MSN, por
sus siglas en inglés Medium Spiny Neurons) de proyeccién estriatoniogral, las cuales
reciben aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza y el tdlamo. Las MSN de la
via directa proyectan a las neuronas GABAérgicas del globo palido interno y de la
sustancia nigra pars reticulata, que a su vez establecen conexiones axonales al nucleo
motor del talamo. De forma simplificada, la via directa actia desinhibiendo las
proyecciones excitatorias talamocorticales lo que conduce a la activacién de los circuitos
premotores corticales, facilitando el movimiento apropiado (Kreitzer & Malenka, 2008;
Gerfen & Surmeier, 2011).

La via indirecta surge a partir de las MSN de proyeccidn estriatopalidal, las cuales generan
sinapsis inhibitorias en las neuronas GABAérgicas palidales que a su vez proyectan a las
neuronas glutamatérgicas del nucleo subtaldmico. Las neuronas del STN establecen
conexiones axonales a los nucleos de salida de los GB (globo palido interno y sustancia
nigra pars reticulata), donde se generan sinapsis excitatorias sobre las neuronas
inhibitorias eferentes. El efecto resultante de la actividad de la via indirecta es una
inhibicidn de las neuronas talamocorticales de proyeccion, facilitando la inhibicion de los
movimientos inapropiados (Kreitzer & Malenka, 2008; Gerfen & Surmeier, 2011).

Un aspecto importante de este modelo es el papel que desempeiia la dopamina (DA) en la
modulacion de la actividad de las vias directa e indirecta a través de la regulacion del
disparo axonal de las MSN del estriado (Kreitzer & Malenka, 2008). Existen dos tipos de
subfamilias de receptores dopaminérgicos relacionados a las MSN, los de tipo D1y los D2.
Aunque ambos se encuentran acoplados a proteinas G su funcidn es totalmente distinta
(DeLong & Wichmann, 2007; Gerfen & Surmeier, 2011; Calabresi et al, 2014). Cuando la
DA se une a un receptor tipo D1 se inicia una cascada de sefializacion de segundos
mensajeros que resulta en la despolarizacion de la neurona. En contraste, cuando la DA se
une a un receptor tipo D2 la cascada de sefalizacidon de los segundos mensajeros culmina
en una hiperpolarizacién de la neurona (Utter & Basso, 2008). Los receptores D1 se
encuentran expresados en la via directa y su accién favorece la activacién de la via
estriatonigral (via directa), mientras que los receptores tipo D2 se encuentran en la via
indirecta y su activacion favorece la via estriadopalidal (via indirecta) (DelLong &
Wichmann, 2007; Gil & Rego, 2008; Utter & Basso, 2008; Bolam et al, 2009; Bateup et al,
2010; Gerfen & Surmeier, 2011; Calabresi et al, 2014).




Por lo anteriormente mencionado, dentro de las estructuras que conforman los GB es de
vital relevancia el nucleo estriado debido a la funcién que desempeiia como el principal
receptor e integrador de las proyecciones excitatorias provenientes de la corteza y el
tdlamo (Calabresi et al, 2000; Grittis & Kreitzer, 2012; Girault, 2012), funciéon que se
traduce en un adecuado control del movimiento.

Corteza
cerebral

Capa 5

Estriado

Via Via
Directa Indirecta

Figura 2. Esquema de los circuitos que conforman las vias corticoestriatales directa e indirecta. En
corteza, las neuronas piramidales de la capa 5 proveen aferencias glutamatérgicas excitatorias hacia las
espinas de la las MSN de proyeccidon. Las MSN que expresan receptores tipo D1 originan la via
estriatonigral (via directa) que proyecta hacia los nucleos de salida de los GB (GPi/SNr), mientras que
las MSN que expresan receptores tipo D2 originan la via estriadopalidal (via indirecta) y proyectan
hacia el GPe (Modificado de Gerfen & Surmeier, 2011).




1.3 Nucleo Estriado

El 90 al 95% de la poblacién neuronal (Nakano et al, 2000; Afifi, 2003; Tisch et al, 2004)
gue conforma el nucleo estriado corresponde con las neuronas espinosas medianas
GABAérgicas de proyeccidon (Kawaguchi et al, 1995; Afifi, 2003; Cepeda et al, 2007; Tepper
et al, 2007; Bolam et al, 2009; Grittis & Kreitzer, 2012), denominadas asi debido a su
elevada y caracteristica densidad de espinas dendriticas (Kawaguchi et al, 1995; Tisch et
al, 2004). Algunas de sus principales caracteristicas electrofisiolégicas son su potencial de
reposo negativo y sus bajos rangos de disparo in vivo (Kreitzer & Malenka, 2008). En
condiciones normales son silentes, sin embargo bajo ciertas condiciones pueden
responder mediante disparos fasicos (Kawaguchi, 1997).

Las MSN son categorizadas en al menos dos subpoblaciones, con base en la regidon de
proyeccién, el patron de colateralizacién axonal y su neuroquimica (Kreitzer & Malenka,
2008; Bolam et al, 2009). Como anteriormente fue descrito, una subpoblacion de MSN
origina la via directa y la otra subpoblacion de MSN origina la via indirecta. Ambas
subpoblaciones dan origen a colaterales axonales cuyo objetivo es inervar a otras MSN
(Bolam et al, 2009).

El 10-5% restante de la poblacién neuronal estriatal es un grupo de neuronas sin espinas
denominadas interneuronas (Afifi, 2003; Tepper et al, 2007; Bolam et al, 2009). Son
fenotipicamente diversas y poseen propiedades especificas y complementarias que les
permiten influir sobre la actividad de las MSN (Tepper & Bolam, 2004). Existen al menos
tres poblaciones de interneuronas GABAérgicas y una poblacién de interneuronas
colinérgicas en el estriado (Kawaguchi et al, 1995; Bolam et al, 2009). Las interneuronas
GABAérgicas son divididas en dos grupos con base en sus propiedades fisiolégicas, estas
son: 1) Interneuronas fast-spiking (histoquimicamente identificadas como positivas a
parvoalbumina [PV]); 2) Interneuronas low-threshold spiking (histoquimicamente
identificadas como positivas a somatostatina, dxido nitrico sintasa [NOS] y neuropéptido
Y, asi como las interneuronas positivas a calretinina) (Kawaguchi et al, 1995; Afifi, 2003;
Tepper & Bolam, 2004; Kreitzer & Malenka, 2008).

Las interneuronas colinérgicas gigantes son identificadas histoquimicamente por la
presencia de colina acetiltransferasa (Kawaguchi et al, 1995; Tepper & Bolam, 2004);
anatémica y fisioldgicamente son identificadas por sus largos cuerpos celulares, su densa
arborizacidn axonal y su actividad ténica in vivo (Kreitzer & Malenka, 2008).

Tanto las interneuronas GABAérgicas como las colinérgicas forman un importante sitio de
accién para la DA y la ACh que son neurotransmisores y/o neuromoduladores en el
estriado. Cabe senalar que ACh y DA no producen excitacidon o inhibicion directas, lo
realizan mediante la despolarizacién o hiperpolarizacién de la membrana de las MSN,

ejercen sus efectos neuromodulatorios actuando sobre los canales de Na*, K" y Ca%*
dependientes de voltaje (Tepper & Bolam, 2004).




Adicionalmente a la divisién poblacional del estriado, éste puede ser compartimentado en
el estriosoma (o parches) y la matriz. Los estriosomas poseen células que se tifien
ligeramente con acetilcolinesterasa, mientras que las neuronas de la matriz presentan
elevados niveles de la proteina unidora de calcio calbindina. Ambos compartimentos
difieren en aferencias, eferencias, neurotransmisores, neuromoduladores y distribucién
de subtipos de receptores dopaminérgicos (Afifi, 2003; Vonsattel et al, 2008; Bolam et al,
2009).

1.4 Transmisidn Sindptica

Para comprender un sistema se requiere del conocimiento de los componentes
elementales y la manera en la que dichos componentes interaccionan entre si, ademas de
las propiedades emergentes de esas interacciones (Revisado en Sporns, 2011). Por lo
tanto, para comprender los circuitos neuronales es necesario el conocimiento del
elemento neurona y su componente primordial: la sinapsis.

Cada neurona cuenta con la habilidad de influir sobre muchas otras células. Esta
comunicacion tan sofisticada y altamente eficiente es posible gracias a la sinapsis, que es
definida como el punto de unién o contacto funcional entre las neuronas (Revisado en
Purves, 2004; Zucker et al, 2004). Una adecuada comunicacion entre neuronas implica que
éstas deben de integrar y asociar sefiales que pueden ser de caracter quimico o eléctrico.

Existen dos tipos de sinapsis que son clasificadas con base en sus mecanismos de
transmisidn; las sinapsis quimicas y las sinapsis eléctricas (Revisado en Purves, 2004).

1.4.1 Sinapsis eléctricas

Las sinapsis eléctricas permiten directamente el flujo pasivo de cargas o corrientes
eléctricas de una neurona a otra a través de uniones tipo gap (Figura 3A), estas uniones
son canales idnicos de membrana especializados que forman un poro (conexén) y
permiten a las células establecer una conexion extraordinariamente rapida (Revisado en
Purves, 2004).

Dichas conexiones pueden ser unidireccionales o rectificantes, si Unicamente dejan pasar
carga en una direccién, o bien, si dejan pasar carga en ambas direcciones se les denomina
bidireccionales o reciprocas (Bargas & Galarraga, 2008).

1.4.2 Sinapsis quimicas

Las sinapsis quimicas permiten la comunicaciéon celular mediante la secrecion de
mensajeros quimicos contenidos en vesiculas sindpticas, los mensajeros son denominados
neurotransmisores (Figura 3B). Las sinapsis quimicas son las mas utilizadas por las
neuronas del sistema nervioso para comunicarse y formar redes neuronales. Estas sinapsis
constan de una elaborada secuencia de eventos. El proceso es iniciado cuando un




potencial de accién invade la terminal de la neurona presindptica y esto ocasiona un
cambio en el potencial de membrana permitiendo la apertura de los canales de calcio

dependientes de voltaje. La apertura de estos canales permite el influjo de CaZ
extracelular, aumentando asi el gradiente de concentraciéon del Ca?" intracelular. El

aumento en las concentraciones del Ca2" intracelular permite que las vesiculas sinapticas
se fusionen con la membrana celular y éstas a su vez liberan el neurotransmisor al espacio
o hendidura sinaptica. Una vez que los neurotransmisores son liberados al espacio
sindptico éstos se unen a receptores moleculares especificos localizados en la membrana
de la neurona postsindptica. La unién del neurotransmisor a su receptor ocasiona la
apertura o cierre de canales iénicos lo que modifica la entrada o salida de iones que a su
vez modifica el flujo de corriente, alterando la conductancia y el potencial de membrana
de la neurona, incrementando o decrementando la posibilidad de que la neurona
postsindptica dispare un potencial de accion (Revisado en Purves, 2004).

Los neurotransmisores evocan respuestas sindpticas de tipo eléctrico mediante la unién a
sus receptores, dichas respuestas pueden ser rapidas o lentas dependiendo del tipo de
receptor sobre el que actla el neurotransmisor (Revisado en Purves, 2004). Los receptores
de los neurotransmisores se clasifican en dos grupos principales, seglin la forma en que
controlan los canales idnicos en la célula postsindptica (Revisado en Kandel, 2001), estos
son los receptores ionotrdpicos y los receptores metabotrépicos (Revisado en Purves,
2004).

Los receptores de tipo ionotrdpico, también conocidos como canales receptores o canales
sensibles a ligando, son canales que se abren de forma directa cuando el neurotransmisor
se une a ellos, esto debido a que el receptor sufre un cambio conformacional que da lugar
a la apertura del canal. Por otra parte, los receptores de tipo metabotrdpico actuan de
forma indirecta activando los canales idnicos. La activacidn de estos receptores estimula la
produccién de segundos mensajeros dentro de la célula postsinaptica, estos segundos
mensajeros a su vez activaran diferentes vias de sefializacion permitiendo la apertura o
cierre de los canales idnicos (Revisado en Purves, 2004).

Tanto los receptores ionotrépicos como metabotrdpicos poseen diversas funciones. Los
primeros producen acciones sinapticas relativamente rapidas, cuya duraciéon es de
milisegundos. Los segundos producen acciones sindapticas mas lentas que pueden durar de
segundos a minutos, estas acciones mas lentas pueden regular el comportamiento
modificando la excitabilidad de las neuronas y la fuerza de las conexiones sinapticas
(Revisado en Kandel, 2001).
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(B) Sinapsis Quimica
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Figura 3. Esquema de una sinapsis eléctrica y una sinapsis quimica, ambas difieren fundamentalmente
en sus mecanismos de transmision. (A) En una sinapsis eléctrica, las uniones tipo gap permiten el flujo
pasivo de corriente a través de los canales. Este flujo pasivo de corriente modifica el potencial de
membrana postsindptico, iniciando (o en algunas ocasiones inhibiendo) la generacion de potenciales de
accion postsinapticos. (B) Durante una sinapsis quimica no existe continuidad intercelular, por
consiguiente no existe flujo de corriente directo entre las células presindpticas y postsindpticas. Los
flujos de corriente sindptica atraviesan la membrana postsindptica Unicamente en respuesta a la
secrecién de neurotransmisores, los cuales permiten la apertura o cierre de los canales idnicos
presentes en la postsinapsis, esto después de la unidn a su receptor molecular especifico (Modificado
de Purves, 2004).

1.5 Modulacién y plasticidad sinaptica

El término modulacién de la transmisidn sindptica o neuromodulaciéon es definido como la
habilidad que poseen las neuronas de alterar sus propiedades eléctricas, en respuesta a
cambios bioquimicos intracelulares y extracelulares, debido a una estimulacién sinaptica u
hormonal. Es una de las caracteristicas intrinsecas mas importantes de cada neurona
(Revisado en Kaczmarek & Levitan, 1987) y permite a cada neurona adaptarse a los
cambios constantes que existen en el ambiente (Revisado en Kaczmarek & Levitan, 1987;
Wilson, 2001). Un cambio en la eficacia de la transmision sindptica entre neuronas ocurre
en respuesta a la actividad propia o en respuesta a la actividad sinaptica de otras. Este
cambio en la eficiencia de la transmisiéon sindptica, generado como una respuesta
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adaptativa ante un estimulo determinado se denomina plasticidad sinaptica, siendo
postulada como la base misma de los procesos de aprendizaje y memoria (Yoshioka &
Kuba, 2000). Cuando una neurona actia de manera reiterada sobre otra, se establece un
mecanismo de reforzamiento sinaptico entre ellas, lo que hace mds facil su posterior
interaccidon. Estos cambios pueden ser de dos tipos, morfolégicos o neuroquimicos
(Revisado en Cérdova, 2003).

Los cambios morfolégicos conllevan un cambio estructural permanente como por
ejemplo, un incremento de la superficie sindptica, formacién de nuevas sinapsis,
translocacidn de contactos sinapticos etc. Estos cambios afectan el nimero y localizacidn
de las sinapsis, y son el sustrato de procesos como el aprendizaje y la memoria. En el
sistema nervioso existen redes neuronales estables, asi mismo existen otras muy pldsticas
gue permiten que un alto porcentaje de la arquitectura del sistema nervioso sea
modificada (Revisado en Cérdova, 2003).

Los cambios neuroquimicos no son microscépicamente apreciables, sin embargo afectan
el funcionamiento de las sinapsis, esto a través de la cantidad de neurotransmisor
liberado, el nimero de receptores postsinapticos existentes, cambios en la velocidad de
recaptura del neurotransmisor, vias de sefializacidon, segundos mensajeros, entre otros
(Revisado en Cordova, 2003).

La plasticidad sinaptica es modulada por infinidad de moléculas neuromoduladoras que
modifican la eficacia de la transmisidén sindptica, ejemplo de estas moléculas son los
factores neurotroficos.

1.6 Factores Neurotroéficos

Los factores neurotroficos son moléculas polipeptidicas (Skaper & Walsh, 1998; Semkova
& Krieglstein, 1999; Siegel & Chauhan, 2000; Skaper, 2008) que interaccionan con
receptores celulares especificos para producir diversas respuestas biolégicas (Semkova &
Krieglstein, 1999; Alberch et al, 2002). Estos se encargan de promover el desarrollo,
diferenciacién, supervivencia, comunicacion y mantenimiento fenotipico de las neuronas;
pueden regulan funciones neuronales como la transmisidon y plasticidad sindpticas,
ademas de regular el crecimiento y la orientacién tanto de axones como de dendritas (Lo,
1995; Berninger & Poo, 1996; Skaper & Walsh, 1998; Siegel & Chauhan, 2000; Alberch et
al, 2004; von Bartheld, 2006; Fumagalli et al, 2008; Pardon, 2010).

Los factores neurotrdéficos se agrupan y clasifican en familias de moléculas relacionadas
estructural y funcionalmente (Siegel & Chauhan, 2000; Pardon, 2010), siendo la familia de
neurotrofinas el grupo mejor estudiado (Biebel & Barde, 2000).
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1.7 Neurotrofinas

En el cerebro de mamiferos se han caracterizado cuatro miembros principales de la familia
de las neurotrofinas, éstos son el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5
(NT-4/5) (Lo, 1995; Lessman, 1998; Huang & Reichardt, 2001; Patapoutian & Reichardt,
2001; Poo, 2001; Lu & Woo, 2005; Reichardt, 2006; Henningan et al, 2007; Pardon, 2010;
Park & Poo, 2013).

Las neurotrofinas se encargan de la promocién, mantenimiento y desarrollo de las sinapsis
(Lo, 1995; Poo, 2001). Como cualquier otra proteina secretada, las neurotrofinas surgen
como precursores o proneurotrofinas (30-35 kDa), las cuales son proteoliticamente
disociadas para producir proteinas maduras (12-13 kDa) (Lu & Woo, 2005). Pro-NGF, pro-
NT-3 Y pro-NT-4/5 son empaquetadas en vesiculas constitutivas antes de su secrecion; por
otra parte pro-BDNF es empaquetado en vesiculas reguladas de manera secretoria es
decir, las vesiculas son procesadas y secretadas de manera dependiente de actividad,
aunque también se ha dicho que tienen secrecién constitutiva independiente de la
actividad neuronal (Allen & Dawbarn, 2006; Balaratnasingam & Janca, 2012).

Las acciones celulares de las neurotrofinas se encuentran mediadas por dos tipos de
receptores transmembranales (Figura 4), el receptor de baja afinidad p75 NTR y los
receptores de alta afinidad Trk (Lessman, 1998; Kaplan & Miller, 2000; Patapautian &
Reichardt, 2001; Poo, 2001; Lu & Woo, 2005; Henningan et al, 2007; Pardon, 2010).

Todas las neurotrofinas se unen con similar afinidad al p75 NTR, sin embargo cada
neurotrofina se une de manera preferencial y activa un receptor Trk (Barbacid, 1995; Lo,
1995; Lu & Woo, 2005; Henningan et al, 2007); NGF se une preferentemente a TrkA, tanto
BDNF como NT4/5 muestran afinidad por TrkB y la NT3 se une de manera preferencial a
TrkC (Lo, 1995; Poo, 2001; Henningan et al, 2007; Musumeci & Minichiello, 2011; Park &
Poo, 2013) sin embargo, esta neurotrofina también puede unirse aunque con menor
afinidad, a los receptores TrkA y TrkB (Barbacid, 1995; Murray & Holmes, 2011; Musumeci
& Minichiello, 2011).

Los receptores Trk y p75 a menudo se encuentran en una misma célula coordinando y
modulando los efectos de las neurotrofinas, ambos actian de manera paraddjica debido a
gue son capaces de incrementar o suprimir la accion del otro (Kaplan & Miller, 2000).

La unién de las neurotrofinas a su receptor Trk desencadena eventos de sefalizacidon que
promueven la supervivencia neuronal, mientras que la unién al receptor p75 activa vias
que afectan la supervivencia celular (Dawbarn & Allen, 2003; Lu & Woo, 2005), lo anterior
puede desencadenar procesos de apoptosis y muerte celular (Biebel & Barde, 2000;
Kaplan & Miller, 2000; Dawbarn & Allen, 2003; Lu & Woo, 2005).
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Figura 4. Esquema de las neurotrofinas y sus receptores Trk y p75. Arriba se muestra la union de las
neurotrofinas a sus dos diferentes tipos de receptores. Cada neurotrofina se une de manera
preferencial a un receptor Trk, sin embargo todas las neurotrofinas se unen con similar afinidad al
receptor de baja afinidad p75. Abajo se muestra que la unién a estos diferentes receptores
desencadena la activacién de diferentes cascadas de sefializacion intracelular. Cabe resaltar que las
interacciones entre los receptores Trk y p75 pueden generar cambios en la afinidad de unién por las
neurotrofinas (Modificado de Chao, 2003).

1.8 Mecanismos de senalizacion mediados por receptores

La unién de alguna neurotrofina a su receptor Trk resulta en la dimerizacidon del mismo
receptor. Los residuos de la tirosina se autofosforilan en el dominio citopldsmico y se
activa la cinasa (Poo, 2001), las tirosinas fosforiladas actian como sitio de unién para
moléculas de sefalizacidon (Henningan et al, 2007) que a su vez son activadas mediante
fosforilacién (Poo, 2001) y posteriormente desencadenan diferentes vias de sefializaciéon
intracelular (Henningan et al, 2007). Dichas vias son capaces de modificar eventualmente
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la expresion de genes, asi como la sintesis de proteinas (Poo, 2001), promoviendo de esta
manera la sobrevivencia y/o diferenciacién de las poblaciones neuronales (Huang &
Reichardt, 2001), ademas de la plasticidad sinaptica (Poo, 2001).

Las cascadas de sefializacion intracelular que activan las neurotrofinas incluyen: la via
Ras/ERK (proteina cinasa reguladora de sefializacién extracelular), la via del

fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-3K/ Akt), y la via de la fosfolipasa C (PLC-y 1) (Biebel & Barde,
2000; Huang & Reichardt, 2001; Patapautian & Reichardt, 2001; Dawbarn & Allen, 2003;
Alberch et al, 2004).

En cuanto al receptor de baja afinidad p75, es capaz de modificar de forma selectiva la
conformacidn de los receptores Trk, actuando de manera independiente a través de NF-
kB, Akt y JNK (Allen & Dawbarn, 2006); esto, evidentemente modifica la afinidad y
especificidad de unién al ligando, teniendo importantes consecuencias (Huang &
Reichardt, 2003). El p75 es capaz de interaccionar con diferentes proteinas adaptadoras
gue se encuentran asociadas tanto a la induccién de apoptosis como de supervivencia
celular (Allen & Dawbarn, 2006).

1.9 Vias de senalizacion mediadas por neurotrofinas
1.9.1 Via de sefnalizacion MAPK/ERK o Ras/ERK

Ras regula la diferenciacion neuronal. En muchas neuronas Ras también promueve la
supervivencia neuronal principalmente a través de dos vias: PI3K o MAPK/ERK
(Patapoutian & Reichardt, 2001). El incremento en la actividad de Ras y de ERK influye en
eventos de transcripcion, estos eventos incluyen la induccién del factor de transcripcion
CREB mismo que tiene efectos sobre el ciclo celular, el crecimiento de neuritas y la
plasticidad sinaptica (Chao, 2003).

1.9.2 Via de sefializacion PI3K/Akt

La fosforilacion del receptor Trk en el residuo tirosina cercano al dominio
transmembranal, crea un sitio de unién para Shc. Esto a su vez conduce a la activaciéon de
la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y por consiguiente a la fosforilacién de los fosfolipidos
del inositol presentes en la posicidn 37, lo anterior resulta en un cambio en la composicién
local de la membrana. Como consecuencia, Akt se transloca hacia la membrana plasmatica
y se vuelve activa. La actividad de Akt genera un incremento en la traduccion de proteinas
a través de las vias mTOR-p70S6 cinasa y 4E-BP1, esto propicia un incremento en el
crecimiento axonal. Adicionalmente, Akt activada promueve la supervivencia neuronal
mediante la inhibicidon del factor de transcripciéon FKHRL1 que se encarga de regular la
expresion de genes proapoptéticos (Deinhardt & Chao, 2014).
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1.9.3 Via de seiializacion PLC-y 1

La activacién de esta via es una consecuencia directa de la activacidon del receptor Trk
(Segal, 2003). El receptor Trk a su vez, es capaz de fosforilar y activar la via PLC-y 1, la cual
actua hidrolizando fosfatidilinositoles para generar inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) vy
diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberacién del Ca%*almacenado, incrementando los

niveles de Ca%*citoplasmico y por consiguiente activando mdltiples vias de sefializacién
activadas por calcio (Patapoutian & Reichardt, 2001). Adicionalmente, el incremento de
Ca%*intracelular puede potenciar la liberaciéon de neurotransmisor permitiendo que esta
via actle tanto en pre como en postsinapsis para modular la funcién sinaptica y la
plasticidad. En otras palabras, dicha via permite la modificacidn selectiva de las sinapsis y
también proporciona un mecanismo mediante el cual las neurotrofinas inducen la
expresion de genes los cuales pueden interferir con la actividad eléctrica (Segal, 2003).

Ligando

Arresto
Ciclo celular

Muerte celular?

Endosoma Cambios en el Citoesqueleto,
crecimiento neuritas

leerenICIaCI(?n Sobrevivencia Muerte  Sobrevivencia
Sobrevivencia Inflamacién

Figura 5. Esquema de las cascadas de sefializacion intracelular activadas por la uniéon de las
neurotrofinas a sus receptores. Los receptores Trk promueven la diferenciacién y supervivencia celular
a través de la activacion de las vias ERK, PI3K y PLC-y 1. Los miembros de la familia Trk reclutan e
incrementan la fosforilacidon de PLC-y 1, lo que conduce a la activacidon de PI3K y ERK. El p75 NTR
predominantemente favorece la activaciéon de NF-kB y JNK, dichas respuestas se encuentran mediadas
a través de proteinas adaptadoras que se unen al dominio citoplasmatico de p75; estas proteinas
incluyen al factor de interaccién neurotrofina-receptor (NRFI), ejecutor de muerte celular asociado a
neurotrofinas (NADE), proteina de interaccidon con el receptor tipo 2 (RIP 2), entre otras las cuales
pueden ejercer efectos sobre la apoptosis, la supervivencia, elongacién de las neuritas y detencion del
crecimiento (Modificado de Chao, 2003).
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1.10 Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF)

El BDNF es una proteina dimérica pequefia que mediante la unidn a sus receptores
especificos (TrkB y p75NTR) actia de manera paracrina y autdcrina para controlar una
gran variedad de procesos cerebrales (Zuccato & Cattaneo, 2007); éstos incluyen el
desarrollo, crecimiento, diferenciacién y mantenimiento de los sistemas neuronales, la
actividad sindptica, plasticidad neuronal y actividades mediadas por neurotransmisores
(Zuccato & Cattaneo, 2007; Balaratnasingam & Janca, 2012; Andero et al, 2014). En primer
lugar BDNF es sintetizada en forma de pro-BDNF, una proteina precursora de
aproximadamente 32 kDa, que después es transformada en la forma madura y
biolédgicamente activa de aproximadamente 14 kDa de peso (Zuccato & Cattaneo, 2007).

Aunque BDNF se encuentra ampliamente distribuida dentro del sistema nervioso de los
mamiferos, es de particular abundancia en ciertas regiones, éstas incluyen: la corteza
cerebral, el prosencéfalo, el nucleo estriado, el hipocampo, el hipotalamo, el tallo o tronco
cerebral y el cerebelo (Zuccato & Cattaneo, 2007; Nagahara & Tuszynski, 2011); en estas
poblaciones neuronales, BDNF se expresa dentro del nucleo, el soma, el citoplasma y las
dendritas (Zuccato & Cattaneo, 2007).

Dentro de todas las neurotrofinas, BDNF destaca por sus elevados niveles de expresion y
sus potentes efectos sobre las sinapsis, teniendo importantes efectos estructurales y
funcionales que van desde el corto hasta el largo plazo, tanto en sinapsis excitatorias
como inhibitorias y en diferentes regiones cerebrales (Lu et al, 2014). Muchos aspectos de
la biologia celular del BDNF son regulados por medio de la actividad neuronal (Lu et al,
2014). Dicho de otro modo, la secrecion de BDNF es regulada de manera dependiente de
actividad (Thomas & Davies, 2005). Las interacciones sinérgicas entre la actividad neuronal
y la plasticidad sindptica inducida por BDNF la convierten en reguladora ideal y esencial
durante procesos celulares que subyacen a mecanismos complejos (Lu et al, 2014) como
los procesos de aprendizaje y memoria. De hecho, numerosos estudios sefialan que BDNF
desempefiia un papel esencial durante la potenciacion a largo plazo (LTP) (Lu et al, 2014),
una forma de plasticidad sindptica asociada a la formacién y consolidacién de la memoria
a largo plazo (Thomas & Davies, 2005).

Algunos estudios proveen fuerte evidencia sobre la relaciéon que existe entre los déficits
en la expresién de BDNF, asi como la pérdida de sefializacidn, y la patogénesis de varias
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la enfermedad de Huntington (Lu
et al, 2014; Dawbarn & Allen, 2003).
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1.11 Enfermedad de Huntington (EH)

El mejor ejemplo que existe sobre el papel que desempefia BDNF sobre las enfermedades
neurodegenerativas, lo otorga la enfermedad de Huntington (Zuccato & Cattaneo, 2009).

La EH se caracteriza por la presencia de movimientos coreicos rapidos e incesantes
(Hernandez-Echeagaray et al, 2012), generalmente acompafiados por alteraciones
psiquiatricas y cognitivas (Cepeda et al, 2007; Novak & Tabrizi, 2011; Hernandez-
Echeagaray et al, 2012). Se trata de una enfermedad genética de caracter autosémico
dominante ocasionada por una expansion de la repeticién del triplete citosina-adenina-
guanina (>35 repeticiones CAG) en el gen IT15 HTT que codifica para la proteina
huntingtina (Borrell-Pagés et al, 2006; Cepeda et al, 2007; Walker, 2007; Gil & Rego, 2008;
Zuccato & Cattaneo, 2009; Novak & Tabrizi, 2011; Ross & Tabrizi, 2011; Samadi et al,
2013; Nopoulos, 2016); Existe una correlacion inversa entre el numero de repeticiones
CAG vy la edad de apariciéon de la enfermedad: a mayor nimero de repeticiones CAG
menor serd la edad en la que se manifiestan los sintomas (Novak & Tabrizi, 2011; Ross &
Tabrizi, 2011; Zheng & Diamond, 2012).

Como principal consecuencia de esta mutacion genética, las neuronas MSN GABAérgicas
del nucleo estriado y en menor grado las neuronas piramidales de la corteza cerebral se
afectan selectivamente (Davies & Ramsden, 2001; Cepeda et al, 2007; Gil & Rego, 2008;
Zuccato & Cattaneo, 2009). Las primeras neuronas en morir son las MSN GABAérgicas que
proyectan al GP y que contienen encefalina (via indirecta) (Davies & Ramsden, 2001;
Alberch et al, 2002; Gil & Rego, 2008). Como éstas ejercen un efecto inhibitorio en el
movimiento, es de esperarse que la pérdida de sus aferencias sea la causa subyacente de
los movimientos incontrolables observados en las etapas tempranas de la EH (Gil & Rego,
2008). Por otra parte, en etapas tardias de la enfermedad, las neuronas que proyectan a la
SNr y que contienen substancia P ademas de dinorfina (via directa) son afectadas (Davies
& Ramsden, 2001; Alberch et al, 2002; Gil & Rego, 2008), esto explicaria por qué en etapas
tardias existe distonia, rigidez, bradicinesia (Novak & Tabrizi, 2011) y finalmente acinesia
(Vonsattel et al, 2011). En contraste con lo anterior, se ha observado que las
interneuronas que contienen neuropéptido Y, somatostatina y NADPH diaforasa, asi como
las interneuronas GABAérgicas positivas a parvoalbimina y las interneuronas colinérgicas
son poblaciones relativamente preservadas en el tejido postmortem de pacientes
afectados por la EH (Davies & Ramsden, 2001; Alberch et al, 2002; Gil & Rego, 2008).

La alteracién de la huntingtina es un aspecto clave dentro de la EH (Sari, 2011). La
huntingtina (htt) es una proteina ubicuamente expresada (Landles & Bates, 2004; Saudou
& Humbert, 2008; Zheng & Diamond, 2012; Samadi et al, 2013) que bajo condiciones
normales desempeia diversas funciones vitales; durante el desarrollo embrionario
participa en la gastrulacién y la neurogénesis, y durante la etapa adulta es de suma
importancia para la supervivencia neuronal; en neuronas, la htt participa como una
proteina de naturaleza antiapoptdtica. Asi mismo, se encuentra involucrada en procesos
de transcripciéon celular (e. g. regula la produccién de BDNF), transporte axonal y trafico
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vesicular (Zuccato et al, 2001; Landles & Bates, 2004; Borrell-Pagés et al, 2006; Gil & Rego,
2008; Saudou & Humbert, 2008; Zuccato et al, 2010; Zheng & Diamond, 2012), por
mencionar algunos. La pérdida de funcionalidad normal y la ganancia de la funcidén téxica
contribuyen a que la huntingtina mutada (httm) interactie de forma andmala con otras
proteinas (Sawa et al, 2003; Gil & Rego, 2008; Saudou & Humbert, 2008); bajo estas
condiciones patoldgicas es de esperarse que multiples vias de seializacidn intracelular
sean afectadas.

A pesar de los avances que se tienen en la investigacidn sobre la EH, el mecanismo
mediante el cual la httm causa degeneracién selectiva sobre las MSN no ha sido
completamente dilucidado (Sawa et al, 2003; Cepeda et al, 2007; Reddy et al, 2009;
Gardoni & Bellone, 2015). Sin embargo, se han propuesto diversas vias y mecanismos para
tratar de explicar las posibles causas de la progresién de la enfermedad, éstas incluyen:
desregulacion transcripcional, formacién anémala de agregados proteicos y su interaccién
con otras proteinas, activaciéon de caspasas, sobreactivacion de receptores NMDA,

desbalance homeostético del i6n Ca?", bioenergética mitocondrial y transporte axonal
anormales (Beal & Ferrante, 2004; Saudou & Humbert, 2008; Reddy et al, 2009).

Otras alteraciones observadas en el transcurso de la enfermedad son: alteraciones
metabdlicas, excitotoxicidad, estrés oxidativo, falla mitocondrial, dafio en ADN
(Hernandez-Echeagaray et al, 2012), alteraciones electrofisioldgicas (Saudou & Humbert,
2008; Cepeda et al, 2014), alteraciones en las concentraciones de neurotransmisores (e. g.
dopamina) (André et al, 2010; Cepeda, et al, 2014) y deficiencia en el soporte trofico
(Samadi et al, 2013). En conjunto, estas alteraciones pudieran desencadenar una o mas
formas de muerte celular como apoptosis, necrosis y/o autofagia (Hernandez-Echeagaray
etal, 2012).

1.11.1 Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro y Enfermedad de Huntington

La importancia del BDNF para la supervivencia de las MSN se encuentra ampliamente
documentada (Zuccato et al, 2010). El hecho de que BDNF promueva la actividad de las
sinapsis corticoestriatales y la supervivencia de las neuronas estriatales que mueren
durante la EH, ha conducido a la idea de la hipdtesis neurotrdfica la cual propone que
existe una alteracion en la produccién de BDNF, contribuyendo asi a la degeneracién del
estriado y por ende a la progresion de la enfermedad (Zuccato & Cattaneo, 2007;
Fumagalli et al, 2008; Wu et al, 2010; Zuccato et al, 2010; Samadi et al, 2013).

Descubrimientos bioldgicos y moleculares apuntan la estrecha relacidon que existe entre la
htt normal y el BDNF; BDNF se encuentra co-localizado junto con la htt en las neuronas
corticales que proyectan al estriado y, a pesar de que algunos reportes sefialan la
existencia de transcripcion de RNAm de BDNF en neuronas estriatales adultas (Zuccato et
al, 2010), otros diversos estudios han establecido que la mayor parte del BDNF estriatal
(aproximadamente un 95%) es producido en corteza y transportado de forma anterdgrada
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a través de la via corticoestriatal hacia las MSN (Figura 5A) (Altar et al, 1997; Alberch et al,
2002; Zuccato & Cattaneo, 2009; Zuccato et al, 2010; Samadi et al, 2013).

Por tanto, las MSN son dependientes del BDNF proveniente de la corteza y dependen de
la integridad de la sefializacion estriatal (Figura 5B) (Zuccato & Cattaneo, 2007). Cabe
destacar que el decremento en los niveles de BDNF cortical ocurre en las etapas
tempranas de la enfermedad y es progresivo (Zuccato & Cattaneo, 2009), lo anterior es
corroborado por diversos estudios realizados tanto en pacientes post mortem como en
diferentes modelos celulares y murinos de la enfermedad, en ellos se ha observado una
reduccion significativa en los niveles de expresién del BDNF estriatal y cortical (Zuccato &
Cattaneo, 2007; Zuccato & Cattaneo, 2009; Samadi et al, 2013).

Cuando existe una prolongada exposicidn a toxinas (la httm puede ser considerada como
una toxina) se desensibiliza la capacidad de la corteza de reaccionar para dirigir ciertas
modificaciones. Este proceso podria comenzar con la sobreexpresién de BDNF, como una
respuesta local para proteger a la corteza de si misma y de su blanco estriatal, sin
embargo a final de cuentas existiria un decremento en la produccion de BDNF cortical
correlacionado con la disminucién de la huntingtina normal. A saber, la httm participa
reduciendo la actividad transcripcional de los promotores de BDNF, reduciendo asi la
transcripciéon génica y decrementando la produccién del BDNF cortical (Zuccato &
Cattaneo, 2007). Ademas de afectar el transporte vesicular de BDNF (Zuccato & Cattaneo,
2009; Zuccato et al, 2010), la httm altera la liberacién del glutamato corticoestriatal (y
posiblemente la de otros neurotransmisores e. g. dopamina) mediante la interrupcion del
transporte axonal, a largo plazo esto se traduce en excitotoxicidad (Miller &
Bezprozvanny, 2010).
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(A) Corteza

(B)

Neurona de proyeccién Neurona GABAérgica
glutamatérgica cortical \k Estriatal

Figura 5. Esquema del BDNF en la sinapsis corticoestriatales. (A) BDNF presente en las vias de los GB.
Las flechas naranjas indican el transporte anterdgrado y retrogrado de BDNF. (B) Las conexiones
axodendriticas entre neuronas de proyeccion glutamatérgicas corticales y neuronas GABAérgicas
estriatales. BDNF es liberado desde la terminal presinaptica en respuesta a un estimulo despolarizante,
las vesiculas de BDNF son difundidas a través de la hendidura sindptica para activar los receptores TrkB
ubicados en la terminal postsinaptica. BDNF activa, de manera autdcrina, al receptor TrkB presente en
la membrana plasmdtica de la presinapsis, incrementando de este modo la liberaciéon de
neurotransmisor (Glu) a través de distintos mecanismos (Modificado de Zuccato & Cattaneo, 2007).

1.11.2 Modelo farmacolégico de la EH

La disfuncion mitocondrial es una de las alteraciones observadas en la EH (Brouillet et al,
2005; Wu et al, 2010; Hernandez-Echeagaray et al, 2012; Mendoza et al, 2014) y es bien
sabido que la existencia de fallas asociadas a la bioenergética o al metabolismo energético
se encuentran estrechamente asociadas con los mecanismos celulares que subyacen a la
neurodegeneracion (Espindola et al, 2012); particularmente deficiencias en los complejos
mitocondriales Il, 1ll y IV pudieran desempefiar un papel crucial en la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas y en modelos animales de neurodegeneracién
(Brouillet et al, 1999; Halliwell, 2001; Estrada-Sanchez et al, 2008; Tunez et al, 2010;
Hernandez-Echeagaray et al, 2011; Hernandez-Echeagaray et al, 2012).
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Diversos modelos animales han tratado de explicar la histopatologia que ocurre en la EH,
uno de ellos consiste en la administracion de acido 3-nitropropidnico (3-NP), el cual al
inhibir de manera irreversible a la SDH en el complejo || mitocondrial imita las alteraciones
observadas en el cerebro post mortem de pacientes con EH. En el laboratorio ha sido
observado que los animales tratados con 3-NP generan cambios en los niveles de
expresion de las neurotrofinas y sus receptores (Espindola et al, 2012). Asi mismo la
expresion de RNAm de BDNF también se ve afectada en la corteza (Zuccato & Cattaneo,
2007; Tanez et al, 2010; Espindola et al, 2012).

El 3-NP es una toxina sintetizada de forma natural por algunas especies de hongos
(Aspergillus flavus; Astragalus, Arthrinium) y plantas (Indigofera endecapylla) (Tunez et al,
2010); Su mecanismo de accidén es mediante la inhibicidon especifica e irreversible de la
enzima succinato deshidrogenasa (SDH) del complejo Il mitocondrial (Beal et al, 1993;
Pang & Geddes, 1997; Brouillet et al, 1999; Kim et al, 2000; Brouillet et al, 2005; Wu et al,
2010; Hernandez-Echeagaray et al, 2011; Espindola et al, 2012; Hernandez-Echeagaray et
al, 2012; Mendoza et al, 2014; Brouillet, 2014).

La inhibicién de la SDH desencadena una enorme reduccién en la sintesis de ATP lo que
conlleva a la muerte preferencial del tejido estriatal por procesos de excitotoxicidad (Beal
et al, 1993; Pang & Geddes, 1997; Brouillet et al, 2005; Tunez et al, 2010; Hernandez-
Echeagaray et al, 2012). Conjuntamente a la deficiencia de los complejos mitocondriales,
existe pérdida del potencial de membrana mitocondrial y una redistribucion del citocromo
C (Brouillet et al, 1999; Kim et al, 2000; Brouillet et al, 2005; Tunez & Santamaria, 2009;
Tunez et al, 2010; Brouillet, 2014).

A grandes rasgos, cuando se inhibe la SDH mediante la aplicacidon de 3-NP se genera estrés
oxidativo (EQ), caracterizado por la excesiva produccién de especies reactivas en oxigeno
y el agotamiento de los sistemas antioxidantes enddgenos. Ademds de haber sido
observado en el modelo de 3-NP, el daino producto del EO también ha sido observado en
un sinnimero de procesos neurodegenerativos (Pang & Geddes, 1997; Kim et al, 2000;
Halliwell, 2001; Cornelli, 2009; Tunez et al, 2010).

Hay que destacar que el i6n calcio desempefia un papel importante durante la
excitotoxicidad debido a que el 3-NP altera su homedstasis, esto desencadena que el
Ca%*almacenado internamente sea liberado hacia el citosol y por con siguiente la via
Ca?*/calmodulina es activada con la subsecuente produccion de oéxido nitrico (NO);

Asimismo, el incremento de las concentraciones de Ca%*extracelular promueve la apertura
de canales dependientes de voltaje asociados a los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), cuyo umbral y sensibilidad a ligando disminuyen con la presencia de 3-NP,
promoviendo de esta manera la existencia de eventos asociados a excitotoxicidad como la
activacion de proteasas involucradas en procesos de muerte celular (e. g. calapaina) y la
propia excitotoxicidad mediada por glutamato (Pang & Geddes, 1997; Kim et al, 2000;
Halliwell, 2001; Brouillet et al, 2005; Estrada-Sanchez et al, 2008; André et al, 2010; Tunez
etal, 2010).
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Un punto importante referente a lo anterior, es que los niveles de glutamato se
encuentran regulados mediante la via de transportadores dependientes de sodio y la

actividad de éstos depende en gran medida del gradiente de Na® transmembranal

generado por la ATPasa dependiente de Na*/K" (Estrada-Sanchez et al, 2008; Tunez et al,
2010). Por ende, es de esperar que un desbalance en el equilibrio y control de todos estos
componentes afecte la homedstasis glutamatérgica propiciando la activacion vy
estimulacion excesiva de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA, desencadenando asi
la excitotoxicidad y muerte celular (Pang & Geddes, 1997; Kim et al, 2000; Estrada-
Sanchez et al, 2008; Tunez et al, 2010).

Otra de las alteraciones observadas al administrar 3-NP es el aumento de los niveles de
DA, esto es importante debido a que se potencian los efectos tdxicos sobre las neuronas
GABAérgicas es decir, la DA enddgena contribuye al dafo excitotéxico por medio de la
inhibicién de la recaptura de glutamato (Kim et al, 2000; André et al, 2010; Tunez et al,
2010; Gardoni & Bellone, 2015; Nieto-Mendoza & Hernandez-Echeagaray, 2015), lo
anterior también ha sido ampliamente observado en pacientes con EH (André et al, 2010;
Cepeda et al, 2014).

En cuanto a las alteraciones en la transmision sinaptica, el 3-NP administrado en dosis
subcrénicas es capaz de modificar la excitabilidad de las sinapsis corticoestriatales,
disminuir la liberaciéon de neurotransmisor y reducir los efectos modulatorios de las
neurotrofinas sobre la transmisién sindptica corticoestriatal (Mendoza et al, 2014).

Debido a lo anterior, el 3-NP es un modelo de gran utilidad pues facilita el estudio de los
posibles mecanismos de degeneracidn estriatal asociados a déficits energéticos, ademas
de que representa un modelo eficaz para desarrollar y poner a prueba nuevas terapias
gue permitan modificar el curso de la EH (Kim et al, 2000; Brouillet et al, 2005; Wu et al,
2010) pues, a pesar de los multiples esfuerzos realizados por diversos grupos de
investigacion, aun no existe cura alguna para la EH; sin embargo, diferentes compuestos
como los factores neurotréficos (e. g. BDNF) y ciertos antioxidantes estdn siendo
considerados como posibles terapias alternativas, debido a su enorme potencial como
neuroprotectores (Sari, 2011).
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Figura 6. Esquema de la toxina mitocondrial 3-NP y su unién irreversible a la SDH que forma parte del
complejo Il mitocondrial. Esto desencadena una enorme reduccidon en la sintesis de ATP y por
consiguiente se genera estrés oxidativo, caracterizado por la excesiva produccién de especies reactivas
en oxigeno; aunado a lo anterior existe la alteracién en la homeéstasis del ion calcio y el agotamiento
de los sistemas antioxidantes endégenos, estas alteraciones también han sido observadas en la EH. Se
cree que ciertas moléculas son capaces de ejercer un efecto neuroprotector (Modificado de Beal &
Ferrante, 2004).

1.12 Antioxidantes

Los antioxidantes exdgenos proporcionados por la dieta constituyen una clase muy
popular de suplementos capaces de neutralizar los radicales libres producto del EO
(Halliwell, 2001; Aruoma, 2003; Cornelli, 2009; Gutteridge & Halliwell, 2010). Dentro de
estos antioxidantes un grupo muy particular es el de los fitoquimicos definidos como
aquellos compuestos provenientes de plantas con propiedades antioxidantes vy
alimenticias, muy distintas a las de las vitaminas y minerales (Revisado en Sanchez &
Mendoza, 2003). Dentro de los principales fitoquimicos con actividad antioxidante
comprobada se encuentran los polifenoles (Moure et al, 2001; Chu et al, 2014).

Los polifenoles son metabolitos secundarios producidos por las plantas que participan en
muchas y diversas actividades bioldgicas esenciales para la supervivencia de las mismas.
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Estos brindan proteccién en contra de patdégenos e insectos, ademdas de minimizar los
efectos nocivos de la luz ultravioleta. Asi mismo, actian como antioxidantes removiendo
los RL producidos durante la fotosintesis (Shakibaei et al, 2009; Marques et al, 2009; Wu
et al, 2013; Chu et al, 2014; Moosavi et al, 2015).

La propiedad antioxidante de los polifenoles es atribuida a las estructuras quimicas que
poseen (Chu et al, 2014). En el presente estudio nos enfocaremos particularmente en el
polifenol resveratrol debido a que es una molécula que ha demostrado poseer diversas
propiedades bioldgicas. Un extenso nuimero de evidencia sugiere que puede ser
potencialmente utilizado en el tratamiento de diversas patologias con efectos secundarios
moderados o nulos (Marques et al, 2009; Yu et al, 2012; Wu et al, 2013; Tellone et al,
2015). Dentro de estas patologias se encuentran las enfermedades neurodegenerativas
(Marques et al, 2009; Yu et al, 2012; Wu et al, 2013; Moosavi et al, 2015; Tellone et al,
2015).

1.12.1 Resveratrol

El Resveratrol (3',4’,5-trihidroxi-trans-estilbeno) es un compuesto polifendlico
perteneciente a la clase de los estilbenos (Wenzel & Somoza, 2005; Marques et al, 2009;
Shakibaei et al, 2009; Wu et al, 2013; Chu et al, 2014; Moosavi et al, 2015; Tellone et al,
2015). En plantas, la mayoria de los estilbenos actiuan como fitoalexinas antifliingicas,
compuestos usualmente sintetizados en respuesta a dafio o infeccion (Wenzel & Somoza,
2005; Shi et al, 2008; Marques et al, 2009; Shakibaei et al, 2009; Yu et al, 2012; Tellone et
al, 2015).

OH

OH

Figura 7. Estructura quimica del Trans-Resveratrol, la isoforma estable y biolégicamente activa del
Resveratrol (Tomado de Moosavi et al, 2015).
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Las principales fuentes de Resveratrol proporcionadas por la dieta incluyen las uvas, la
cascara de las uvas, el vino, los cacahuates (Wenzel & Somoza, 2005; Shi et al, 2008;
Shakibaei et al, 2009; Yu et al, 2012; Wu et al, 2013; Tellone et al, 2015) y diferentes tipos
de bayas (Marques et al, 2009; Wu et al, 2013; Tellone et al, 2015).

Dentro de los diversos efectos bioldgicos que posee el Resveratrol, destaca su habilidad
como antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, actividad quimiopreventiva (Wenzel
& Somoza, 2005; Shi et al, 2008; Marques et al, 2009; Shakibaei et al, 2009; Yu et al,
2012), efectos sobre el metabolismo, protector cardiovascular (Shi et al, 2008; Marques et
al, 2009; Shakibaei et al, 2009), mediador de muerte celular como inhibidor/inductor de
apoptosis (Shakibaei et al, 2009; Yu et al, 2012), neuroprotector (Parker et al, 2005; Kumar
et al, 2006; Li et al, 2010; Rahvar et al, 2011; Marques et al, 2009; Wu et al, 2013; Tellone
et al, 2015), etc.

Debido a que los efectos neuroprotectores del Resveratrol han sido reportados en un
sinnumero de articulos, para el presente estudio nos enfocaremos en los antecedentes
mas relevantes.

Parker et al (2005), realizaron los primeros estudios utilizando modelos de citotoxicidad
inducida por fragmentos de polyQ evidenciando que el tratamiento con Resveratrol, es
capaz de ejercer un efecto neuroprotector tanto en neuronas de C. elegans como en
lineas celulares derivadas del estriado de ratones knock-in HdhQ111, comprobando
ademas que lo anterior es mediante la activacién de unas enzimas denominadas sirtuinas.

Kumar et al (2006), probaron que el pretratamiento con Resveratrol (5-10 mg/kg) mejoréd
significativamente los déficits de las funciones motoras y cognitivas, ademas de prevenir la
reduccion de la actividad de la SDH y reducir el EO inducido mediante el tratamiento
sistémico con 3-NP, un modelo de degeneracion estriatal. A partir de estas observaciones,
los autores postularon que dentro de los mecanismos de accién del Resveratrol
posiblemente se encuentren involucradas la modulacidn y preservacion de las funciones
mitocondriales.

Li et al (2010), demostraron in vivo que el tratamiento crénico con Resveratrol (30 mg/kg)
ejerce efecto neuroprotector en un modelo de isquemia cerebral mediante la modulacién
de la liberacion de diversos neurotransmisores y neuromoduladores. A grandes rasgos, el
estudio demostréd que los efectos neuroprotectores del Resveratrol en contra de la
excitotoxicidad fueron por una parte, mediante el incremento significativo en los niveles
de los neurotransmisores inhibitorios GABA, Gly y Tau; y por otra parte mediante la
reduccion de la liberacién del neurotransmisor excitatorio Glu y del neuromodulador Asp.

Rahvar et al (2011), evidenciaron que el Resveratrol (20 mg/kg) incrementa la expresién
de RNAm de BDNF en células hipocampales de rata de manera dosis dependiente y como
consecuencia ejercer un efecto neuroprotector independiente de sus propiedades
antioxidantes. Con lo anterior se demuestra que el Resveratrol posiblemente sea capaz de
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ejercer algunos de sus efectos benéficos mediante la modulacién de numerosas vias de
sefializacion celular y por ende mediante la interaccidon con las moléculas de senalizacidn
de dichas vias.

Acorde con lo anterior, Zhang et al (2012) mostraron que el Resveratrol produce efectos
neurotréficos de manera dosis dependiente (25, 50 y 100 uM) sobre las células
dopaminérgicas en cultivos primarios de neuronas-glia a través de la liberacidon del GDNF y
el incremento de BDNF astroglial.

Posteriormente Li et al (2015), demostraron que el pretratamiento con Resveratrol (40
mg/kg) restaur6 de manera efectiva la plasticidad sindptica en un modelo de
hipoperfusidn cerebral crénica debido a que éste fue capaz de rescatar la inhibicion de la
LTP, restaurar el deterioro de las espinas dendriticas y por ende restaurar la plasticidad
sindptica al igual que el aprendizaje y memoria. Ademas, demostraron que este
pretratamiento es capaz de incrementar la actividad de PKA y promover la fosforilacion de
un factor de transcripcién crucial dentro de los procesos de memoria, el CREB.

En estudios recientes, Naia et al (2016) postulan que en cultivos primarios
corticoestriatales de embriones de ratones transgénicos YAC128 y en cultivos de
linfoblastoma humano derivados de pacientes con EH el tratamiento con Resveratol (0.5-5
UM para el primero y 1-5 uM para el segundo) fue capaz de incrementar la actividad de la
histona deacetilasa y los niveles de importantes enzimas para la homedstasis energética,
como la PGC-1la y TFMA, incrementando de esta manera la biogénesis de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria y, consecuentemente incrementando la
funcién mitocondrial. Aln mas, los autores demostraron in vivo que la administracion de
Resveratrol (1 mg/kg) por un periodo de 28 dias induce la deacetilacion de la histona K9H3
tanto en corteza como en estriado de ratones YAC128, mejorando de esta manera la
coordinacion motora de los animales. Este estudio es importante porque es el primer
estudio en proveer evidencia sobre la capacidad que posee el Resveratrol de inducir la
recuperacién de la coordinacion motora en un modelo mamifero de la EH que presenta
atrofia estriatal.
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2. JUSTIFICACION

La EH es una enfermedad neurodegenerativa de origen genético cuya principal
consecuencia es la pérdida selectiva y progresiva de las MSN GABAérgicas de proyeccion
que conforman la regién del cerebro conocida como nucleo estriado (Hernandez-
Echeagaray et al, 2012).

En el presente estudio fue utilizada la toxina mitocondrial Acido 3-nitropropiénico (3-NP)
debido a que es un modelo capaz de replicar de manera similar los sintomas neuroldgicos,
los cambios conductuales, bioquimicos, morfolégicos y neuropatolégicos observados en la
EH (Beal et al, 1993; Kim et al, 2000; Tunez et al, 2010; Hernandez-Echeagaray et al, 2011;
Brouillet, 2014; Dey & De, 2015). La gran utilidad de este modelo consiste en facilitar el
estudio de los posibles mecanismos de degeneracion estriatal asociados a déficits
energéticos, ademas de representar un modelo eficaz para desarrollar y poner a prueba
nuevas terapias que permitan modificar el curso de la EH (Kim et al, 2000; Brouillet et al,
2005; Wu et al, 2010) pues, a pesar de los multiples esfuerzos realizados por diversos
grupos de investigacion, aln no existe cura alguna para la EH.

Una de estas posibles terapias alternativas es el uso de ciertas moléculas antioxidantes
con potencial neuroprotector (Sari, 2011). En el presente estudio la molécula antioxidante
utilizada fue el polifenol Resveratrol debido a que un extenso numero de evidencia
sugiere que posee diversas propiedades bioldgicas, asi como un efecto potencialmente
neuroprotector con efectos secundarios moderados o nulos (Marques et al, 2009; Yu et al,
2012; Wu et al, 2013; Tellone et al, 2015).
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3. HIPOTESIS
Si el dafio oxidativo se encuentra asociado a procesos y modelos de neurodegeneracion,
entonces el tratamiento con un antioxidante como el Resveratrol podria atenuar el

proceso neurodegenerativo mediante la neuroproteccion del tejido y esto a su vez podria
mejorar la respuesta sindptica poblacional.

4. OBIJETIVOS

General

Evaluar electrofisiolégicamente la actividad glutamatérgica cortico-estriatal para dilucidar
si los diferentes tratamientos con el polifenol Resveratrol mejoran la respuesta sindptica
poblacional en el modelo experimental de la EH inducido con acido 3-nitropropidnico.

Especificos

e Evaluar las curvas de estimulacion Intensidad-Amplitud en los diferentes
tratamientos con el polifenol.

e Estudiar la actividad sindptica glutamatérgica cortico-estriatal en rebanadas
tratadas con los diferentes grupos de tratamientos con el polifenol.

e Evaluar el efecto modulatorio del BDNF en la actividad sinaptica poblacional en
rebanadas provenientes del tratamiento combinado de Resveratrol y 3-NP.
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5. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental fue dividido en cuatro etapas: 1) Seleccion de los tratamientos,
2) Obtencidn del tejido cerebral, 3) Registros electrofisioldgicos y 4) Andlisis estadistico de
los datos obtenidos.

Etapa 1. Animales y Tratamientos

Todos los farmacos utilizados en el presente estudio fueron obtenidos de Sigma Aldrich (3-
NP (N5636) y Resveratrol (R5010)).

Los experimentos fueron realizados de acuerdo con los reglamentos internacionales de
cuidado animal. Se utilizaron ratones macho de la cepa C57/BL6 (Harlan, México) con una
edad de 30-35 dias de vida al inicio de cada tratamiento. Los individuos se alojaron en
cajas de acrilico cristal transparente, a temperatura ambiente, con un ciclo de 12/12
horas luz/oscuridad, con libre acceso al agua y al alimento. Se formaron al azar un total de
seis grupos experimentales, los cuales son descritos a continuacion.

Grupo |. Animales Control

Se les administré el vehiculo del farmaco (DMSO al 1% disuelto en solucién PBS) via
intraperitoneal (i.p.) a la misma hora durante un periodo de 5 dias. La evaluacion de los
registros electrofisioldgicos fue realizada 48 horas posteriores a la administracion de la
ultima dosis con el vehiculo.

Grupo ll. Modelo de la EH inducido con acido 3-NP

La toxina mitocondrial 3-NP fue disuelta en solucién PBS y administrada via i.p. a una
concentracion de 15 mg/kg durante un periodo de 5 dias. La dosis utilizada fue acorde con
el protocolo experimental del laboratorio sustentado por estudios previos en los que se
establece que dicha concentracién es suficiente para generar dafio en el tejido estriatal sin
embargo, no es suficiente para generar alteraciones motoras (Rodriguez et al, 2010;
Hernandez-Echeagaray et al, 2012). Lo anterior es de suma importancia debido a que
estas bajas dosis subcrdnicas nos permiten replicar las etapas tempranas de la EH.

La evaluacién de los registros electrofisioldgicos fue realizada 48 horas posteriores a la
administracion de la ultima dosis con la toxina. Este disefio experimental permitié
asegurar que el 3-NP ya no se encontraba presente y que el dafio que estaba siendo
evaluado era producto de la inhibicidn mitocondrial. Si las evaluaciones hubieran sido
realizadas en presencia de 3-NP, es altamente probable que los efectos isquémicos de la
neurotoxina hubiesen sido evaluados y no el dafio neuronal producto de la inhibicién
mitocondrial (Mendoza et al, 2014).

Grupo lll. Tratamiento con Resveratrol
El antioxidante (20 mg/kg) fue disuelto en una solucién PBS y DMSO al 1%, lo anterior de
acuerdo con el disefio experimental realizado por Nagai et al en 2014; Debido a la
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fotosensibilidad que posee el Resveratrol (Shi et al, 2008) en todos y cada uno de los
tratamientos individuales y conjuntos, la dosis fue preparada al momento del tratamiento
en un tubo eppendorf dmbar y posteriormente fue administrada i.p. El periodo de
tratamiento con el antioxidante fue de 5 dias y 48 horas después de la ultima dosis se
realizaron los registros electrofisioldgicos.

Grupo IV. Tratamiento combinado de Resveratrol (20 mg/kg) y 3-NP (15 mg/kg)
La toxina y el antioxidante fueron administrados i.p. a la par por un periodo de 5 dias y 48
horas después se realizaron los registros electrofisiolégicos.

Grupo V. Pretratamiento Resveratrol (20 mg/kg) y post 3-NP (15 mg/kg)

El antioxidante fue administrado i.p. por un periodo de 5 dias y 24 horas después de la
ultima dosis con Resveratrol, a los individuos se les administré 3-NP por 5 dias mas. Dos
dias después de la ultima dosis con 3-NP se realizaron los registros electrofisiolégicos.

Grupo VI. Pretratamiento Resveratrol (20 mg/kg) y tratamiento conjunto Resveratrol (20
mg/kg)+ 3-NP (15 mg/kg)

El Resveratrol fue administrado i.p. a los individuos por un periodo de 5 dias y 24 horas
después de la ultima dosis con Resveratrol se les administré conjuntamente por 5 dias
mas Resveratrol y 3-NP. A las 48 horas después de la ultima dosis conjunta de Resveratrol
y 3-NP se realizaron los registros electrofisiolégicos.

Etapa 2. Obtencion del tejido cerebral

Para la obtencién del tejido cerebral los ratones fueron colocados en una cdmara de
anestesia, la cual contenia una torunda empapada con éter; después de la anestesia los
ratones fueron sacrificados por decapitacién y se procedié a extraer el cerebro. Una vez
extraido el cerebro, éste fue inmerso en una solucién fisioldgica artificial saturada con una
mezcla de 95% 02 y 5% CO2 (pH 7.4) a una temperatura de 4 °C. La finalidad de dicha
solucién fue la de simular el liquido cerebro-espinal, el contenido de ésta fue: CaCl2
(2mM), NacCl (125 mM), KCI (3mM), MgCI2 (1 mM), NaHCO3 (26 nM), acido ascérbico (0.2
mM), tiourea (0.2 mM) y glucosa (10 mM). Los bulbos olfatorios y el cerebelo fueron
desechados, mientras que los hemisferios cerebrales fueron separados y colocados en el
vibratomo (Pelco© 102, 1000 Plus, USA), todo el tiempo se mantuvieron inmersos en la
solucién anteriormente mencionada. A partir de cortes sagitales se obtuvieron rebanadas
de 400 um de espesor. Las rebanadas que contenian estriado y corteza cerebral fueron
incubadas en solucion fisioldgica a temperatura ambiente y oxigenacion constante por un
periodo aproximado de 60 minutos, esto antes de ser llevadas a la camara de registro
electrofisiolégico.

Etapa 3. Registros electrofisioldgicos

En la cdmara de registro electrofisioldgico las rebanadas se mantuvieron bajo el influjo
constante de la solucidn fisiolégica oxigenada y a una temperatura aproximada de 32-34°
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C. Adicionalmente fueron agregados 10 uM de bicuculina con la finalidad de inhibir la
transmisién GABAérgica inhibitoria. En la camara de registro, dos electrodos (uno de
estimulacion y uno de registro) fueron colocados sobre la rebanada con una distancia
aproximada de 0.3-0.5 mm entre si. El electrodo de estimulacion fue colocado cerca del
cuerpo calloso y el electrodo de registro fue colocado en la parte dorsal del nucleo
estriado (Figura 8A).

3.1 Método de registro de Potenciales de campo

El registro de potenciales de campo es una herramienta electrofisiolégica comiunmente
utilizada para estudiar respuestas excitatorias en tejido cerebral; éstos son registros
extracelulares de corrientes idnicas asociadas con la actividad de un grupo o poblacién de
neuronas (Bargas et al, 1999). Por consiguiente, todos los registros fueron realizados con
la finalidad de observar cambios en las corrientes idnicas, llamadas espigas poblacionales
o potenciales de campo.

Al realizar cada uno de los registros, la intensidad del estimulo seleccionada fue la
implementada para evaluar la modulacién sindptica. Dicha intensidad fue el 50% de la
corriente que produjo la respuesta maxima, para ello fueron realizadas curvas intensidad
amplitud. Una vez que se determind la intensidad de la corriente se procedioé a evaluar la
respuesta sindptica con el protocolo de estimulacién por pulsos pareados.

3.2 Método para evaluar la modulacién presinaptica: Protocolo por pulsos pareados
Para evaluar la inhibicién y la facilitacion presinapticas o ambas, fue implementado el
protocolo de facilitacion por pulsos pareados, el cual consiste en dos estimulos de igual
magnitud (intensidad y duracién) separados por una corta ventana de tiempo; en los
experimentos realizados fue de aproximadamente de 50 milisegundos (ms) cada uno
(Figura 8B).

En todos los casos, una vez aislada la actividad GABAérgica y estabilizada la respuesta
sindptica glutamatérgica, ésta fue grabada por un lapso de aproximadamente 25 minutos
como control. En cuanto al Grupo IV una vez concluido este lapso se procedid a evaluar la
respuesta sindptica en presencia de la neurotrofina BDNF a una concentracién de 50
ng/mL.

3.2.1 Apreciaciones metodoldgicas para comprender el protocolo por pulsos pareados

Este protocolo es una forma de plasticidad sindptica a corto plazo resultado de la
probabilidad de liberacién del neurotransmisor en respuesta a dos estimulos dados muy
cercanos en el tiempo que puede ser explicado de acuerdo a la “Teoria del calcio residual.
El protocolo basicamente postula que un primer estimulo genera una respuesta a la que
llamamos S1, la cual es generada principalmente como resultado de la activaciéon de
canales de Ca?" dependientes de voltaje, dichos canales se ubican en la presinapsis y

ocasionan un incremento en las concentraciones de Ca?" intracelular, lo que a su vez
propicia que las vesiculas sindpticas se fusionen con la membrana y el neurotransmisor
sea liberado al espacio sindptico por medio de exocitosis. Debido a que los sistemas de
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recaptura del Ca?" son mas lentos que el transporte por medio de canales dependientes
de voltaje, al aplicar un segundo estimulo S2, este generalmente poseerd una mayor
amplitud pues el CaZ'del segundo estimulo es integrado (sumado) al primero, asi la

entrada de Ca?* es mayor en la segunda respuesta, y por consiguiente existe una mayor
probabilidad de liberacidn del neurotransmisor; a esto se le llama facilitacién por pulso
pareado. La contraparte de esta facilitacion por pulso pareado (PPF, por sus siglas en
inglés) es la depresidon por pulso pareado (PPD, por sus siglas en inglés), que ocurre
cuando la intensidad del primer estimulo es demasiado grande, esto quiere decir que el

Ca?* que entra con el primer estimulo agota el contenido de las vesiculas que contienen al
neurotransmisor, de tal manera que cuando se aproxima un segundo estimulo no hay mas
neurotransmisor que pueda ser liberado y se genera la depresion.

La existencia de un cambio en la relacion de la respuesta sinaptica evocada por el pulso
pareado es aceptado como una indicacién de modificaciones presindpticas de la
transmisién sinaptica (e. g. incremento o decremento en la liberacién de neurotransmisor)
(Katz & Miledi, 1968).

Figura 8. Esquema representativo del registro electrofisioldgico de los potenciales de campo y algunos
de sus componentes. En A se observa del lado izquierdo un electrodo de estimulacion posicionado
sobre el cuerpo calloso con la finalidad de estimular las aferencias provenientes de la corteza (Ct) que
llegan al nucleo estriado (Str); Asi mismo, sobre el estriado dorsal se observa el electrodo encargado de
registrar los potenciales de campo. En B se esquematiza el protocolo por pulso pareado en el cual
ambas espigas (A y B) representan respuestas sinapticas obtenidas dando dos estimulos de igual
magnitud, separados por una corta ventana de tiempo. En C se ejemplifica la facilitacion y la depresion
por pulso pareado. Como puede observarse durante la PPF la amplitud de la segunda respuesta (S2) es
mayor que la primera (S1) mientras que durante la PPD la amplitud de la segunda respuesta es menor
que la primera (Tomado de Vivar Cortés, 2016).
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Etapa 4. Andlisis de los datos obtenidos

Los datos obtenidos a partir de los registros electrofisiolégicos fueron procesados,
analizados y graficados con el software Origin 9.1 (USA). De acuerdo a la naturaleza de los
datos, éstos fueron analizados: para datos paramétricos se utilizaron la Prueba t de dos
colas, Andlisis de Varianza (ANOVA), Test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y el Método
de comparaciones multiples Holm-Sidak. La significancia estadistica fue establecida en
p<0.050.

Las graficas de los cursos temporales fueron obtenidas normalizando al 100% el nimero
de experimentos de cada grupo, mientras que las graficas de las curvas intensidad vs
amplitud se obtuvieron graficando los promedios de cada grupo con su respectivo error
estandar.
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6. RESULTADOS

Cada registro de los potenciales de campo se obtuvo estimulando la zona dorsal del
nucleo estriado; con la finalidad de aislar la actividad glutamatérgica proveniente de la
corteza, se utilizd un antagonista de los receptores GABAa llamado bicuculina a una
concentracion de 10 uM.

Previo a cualquier evaluacién, en cada uno de los experimentos se realizd una curva
intensidad vs amplitud (Figura 9) con la finalidad de poder determinar la relacién entre la
intensidad del estimulo y la magnitud de la respuesta, con base en lo anterior se pudo
determinar la intensidad umbral y de saturacidn. En todos los casos se aplicd una
corriente in crecendo hasta encontrar el nivel de respuesta maximo; cabe sefialar que la
cantidad de corriente aplicada fue variable segun el tratamiento. El motivo para realizar
estas curvas es debido a que se requeria conocer el umbral de estimulacidn necesario
para obtener la amplitud media de las espigas poblacionales y con lo anterior asegurar
gue la respuesta no se encontraba saturada al momento de realizar alguna evaluacién
como la realizada con el Grupo IV.

Figura 9. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta: Grupo Control. En A) se observa la intensidad
necesaria para evocar la amplitud maxima de los potenciales poblacionales S1 del Grupo control
(Grupo 1). La intensidad de la respuesta se encuentra expresada en multiplos umbral sefialados con la
letra “x”, mientras que la amplitud se encuentra expresada en pV. Las lineas punteadas indican la
intensidad necesaria para producir la mitad de la amplitud maxima. En B) se observan los trazos
representativos de la curva intensidad vs amplitud, del lado izquierdo se muestran los multiplos umbral
a los que corresponde cada trazo (n=4; PromzES).

[35 L




Registro de la actividad glutamatérgica cortico-estriatal en los diferentes tratamientos y
pre tratamientos con el polifenol Resveratrol

Posterior a determinar el umbral de estimulacidon necesario para obtener la amplitud
media de las espigas poblacionales en cada uno de los tratamientos, se realizaron cursos
temporales control para asegurar que el tejido se encontraba en buen estado y era capaz
de mantener una amplitud estable a través del tiempo.

En la Figura 10 pueden apreciarse la curva intensidad vs amplitud, el curso temporal y los
trazos representativos del Grupo | o control. La Figura 11 ilustra la curva intensidad vs
amplitud, el curso temporal y los trazos representativos del Grupo tratado con 3-NP
(Grupo II). En la Figura 12 se observan la curva intensidad vs amplitud, el curso temporal y
los trazos representativos del Grupo tratado Unicamente con Resveratrol (Grupo Ill). En la
Figura 13 se muestran la curva intensidad vs amplitud, el curso temporal y los trazos
representativos del Grupo conjuntamente tratado con Resveratrol y 3-NP (Grupo IV). La
Figura 14 muestra la curva intensidad vs amplitud, el curso temporal y los trazos
representativos del Grupo pretratado con Resveratrol y pos tratado con 3-NP (Grupo V).
Finalmente, en la Figura 15 se muestra la curva intensidad vs amplitud, el curso temporal
y los trazos representativos del Grupo pretratado con Resveratrol y pos tratado
conjuntamente con Resveratrol y 3-NP (Grupo VI).

Con base en los datos obtenidos a partir de las curvas intensidad vs amplitud de cada uno
de los diferentes grupos tratados, se realizaron analisis comparativos de los voltajes
requeridos para generar los diferentes umbrales (Tabla 1). En la Figura 16 se muestra la
curva intensidad vs amplitud de la respuesta de los diferentes tratamientos realizados con
el polifenol Resveratrol.
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Figura 10. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo | Control. En A) se observa la intensidad necesaria para evocar la amplitud
maxima de los potenciales poblacionales S1 del Grupo I. La intensidad de la respuesta se encuentra
expresada en multiplos umbral sefialados con la letra “x”, mientras que la amplitud se encuentra
expresada en uV. Las lineas punteadas indican la intensidad necesaria para producir la mitad de la
amplitud maxima. En B) se muestra el curso temporal de las espigas poblacionales normalizadas en
porcentaje. En C) se muestran los trazos representativos del curso temporal. Los nimeros 1 y 2
representan la seccion de donde fue obtenido cada trazo representativo. Como puede apreciarse,
dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo del tiempo (n=9; PromzES).

37—




Figura 11. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo Il tratado con la toxina mitocondrial 3-NP (15 mg/kg). En A) se observa la
intensidad necesaria para evocar la amplitud maxima de los potenciales poblacionales S1 del Grupo II.
La intensidad de la respuesta se encuentra expresada en multiplos umbral sefialados con la letra “x”,
mientras que la amplitud se encuentra expresada en pV. Las lineas punteadas indican la intensidad
necesaria para producir la mitad de la amplitud maxima. En B) se muestra el curso temporal de las
espigas poblacionales normalizadas en porcentaje. En C) se muestran los trazos representativos del
curso temporal. Los niumeros 1 y 2 representan la seccion de donde fue obtenido cada trazo
representativo. Como puede apreciarse, dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo del tiempo
(n=5; PromzES).
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Figura 12. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo Il tratado con Resveratrol (20 mg/kg). En A) se observa la intensidad necesaria
para evocar la amplitud maxima de los potenciales poblacionales S1 del Grupo lll. La intensidad de la
respuesta se encuentra expresada en multiplos umbral sefialados con la letra “x”, mientras que la
amplitud se encuentra expresada en uV. Las lineas punteadas indican la intensidad necesaria para
producir la mitad de la amplitud maxima. En B) se muestra el curso temporal de las espigas
poblacionales normalizadas en porcentaje. En C) se muestran los trazos representativos del curso
temporal. Los nimeros 1y 2 representan la seccién de donde fue obtenido cada trazo representativo.

Como puede apreciarse, dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo del tiempo (n=10; PromzES).
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Figura 13. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo IV conjuntamente tratado con Resveratrol (20 mg/kg) y 3-NP (15 mg/kg). En A)
se observa la intensidad necesaria para evocar la amplitud maxima de los potenciales poblacionales S1
del Grupo IV. La intensidad de la respuesta se encuentra expresada en multiplos umbral sefialados con
la letra “x”, mientras que la amplitud se encuentra expresada en pV. Las lineas punteadas indican la
intensidad necesaria para producir la mitad de la amplitud maxima. En B) se muestra el curso temporal
de las espigas poblacionales normalizadas en porcentaje. En C) se muestran los trazos representativos
del curso temporal. Los nimeros 1 y 2 representan la seccién de donde fue obtenido cada trazo
representativo. Como puede apreciarse, dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo del tiempo
(n=10; PromzES).
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Figura 14. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo V pretratado con Resveratrol (20 mg/kg) y pos tratado con 3-NP (15 mg/kg). En
A) se observa la intensidad necesaria para evocar la amplitud maxima de los potenciales poblacionales
S1 del Grupo V. La intensidad de la respuesta se encuentra expresada en multiplos umbral sefialados
con la letra “x”, mientras que la amplitud se encuentra expresada en pV. Las lineas punteadas indican
la intensidad necesaria para producir la mitad de la amplitud maxima. En B) se muestra el curso
temporal de las espigas poblacionales normalizadas en porcentaje. En C) se muestran los trazos
representativos del curso temporal. Los nimeros 1 y 2 representan la seccién de donde fue obtenido
cada trazo representativo. Como puede apreciarse, dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo
del tiempo (n=8; Prom=ES).
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Figura 15. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta y Curso temporal de los potenciales cortico-
estriatales del Grupo VI pretratado con Resveratrol (20 mg/kg) y pos tratado conjuntamente con
Resveratrol (20 mg/kg) y 3-NP (15 mg/kg). En A) se observa la intensidad necesaria para evocar la
amplitud maxima de los potenciales poblacionales S1 del Grupo VI. La intensidad de la respuesta se
encuentra expresada en multiplos umbral sefialados con la letra “x”, mientras que la amplitud se
encuentra expresada en pV. Las lineas punteadas indican la intensidad necesaria para producir la mitad
de la amplitud méxima. En B) se muestra el curso temporal de las espigas poblacionales normalizadas
en porcentaje. En C) se muestran los trazos representativos del curso temporal. Los nimeros 1y 2
representan la seccion de donde fue obtenido cada trazo representativo. Como puede apreciarse,
dichas espigas se mantuvieron estables a lo largo del tiempo (n=6; Prom+ES).
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Figura 16. Curva intensidad vs amplitud de la respuesta de los diferentes tratamientos realizados con
el polifenol Resveratrol. En A) podemos observar la intensidad necesaria para evocar la amplitud
maxima de los potenciales poblacionales S1 de cada uno de los tratamientos realizados; *Diferente
significativamente con respecto al control, p<0.050. En B) se aprecian los trazos representativos de
cada uno de los diferentes tratamientos. Del lado izquierdo observamos la intensidad de la respuesta
expresada en multiplos umbral sefialados con la letra “x”. En la parte inferior derecha observamos la
amplitud expresada en pV y el tiempo expresado en ms. En color negro se muestra el Grupo | (n=4;
PromzES), en rojo se observa el Grupo Il (n=6; Prom%ES), en verde se muestra el Grupo Ill (n=11;
Prom=ES), en rosa se puede observar el Grupo IV (n=17; PromzES), en violeta se muestra el Grupo V
(n=9; PromzES) y finalmente en azul se aprecia el Grupo VI (n=5; PromzES). Las lineas punteadas en
color negro indican comparaciéon con respecto al control, mientras que las lineas punteadas en color
rojo indican comparacién con respecto al 3-NP.
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El analisis por método de comparacién multiple entre los diferentes tratamientos vs
Grupo Control (Figura 17; Tabla 1), arroja como resultado que existe diferencia
significativa entre los voltajes requeridos para generar 1x del Grupo lll y el Grupo V (Fs, 46
= 2.665; p<0.034; n= 11, Resveratrol: 47.809 + 7.556 vs n= 9, PreResveratrol/Post3-NP:
18.222 + 3.677; p<0.050). Por otra parte, el andlisis indica que existe diferencia
significativa para generar 1.5x Unicamente entre el Grupo IV y el Grupo Il (Fs, 46 = 2.902;
p<0.023; n= 17, Resveratrol y 3-NP: 154 + 14.794 vs n= 6, 3-NP: 77.889 + 10.872; p<0.050).
De igual manera, el analisis indica que existe diferencia significativa para generar 2x entre
los grupos: Grupo | y Grupo |l (Fs, 46=4.911; p<0.001; n= 4, Control: 214.750 + 39.390 vs n=
6, 3-NP: 76.321 +£8.427; p<0.050); Grupo Il y Grupo Il (Fs, 46 = 4.911; p<0.001; n= 6, 3-NP:
76.321 +8.427 vs n= 11, Resveratrol: 197.127 + 25.655; p<0.050); Grupo lll y Grupo IV (Fs,
46 = 4.911; p<0.001; n= 11, Resveratrol: 197.127 + 25.655 vs n= 17, Resveratrol y 3-NP:
211.705 +16.323; p<0.050). Finalmente, haciendo comparaciones entre las medias de los
voltajes requeridos para generar 2.5x en los grupos | y Il, el analisis indica que existe
diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.0232).

El analisis por método de comparacién multiple entre los diferentes tratamientos vs
Grupo 3-NP (Figura 17; Tabla 1), arroja como resultado que no existe diferencia
significativa entre los voltajes requeridos para generar 1x (Fs, 46 =2.665; p<0.034). Por otra
parte, el andlisis indica que si existe diferencia significativa para generar 1.5x entre los
grupos: Grupo Il y Grupo Il (Fs, 46 = 2.902; p<0.023; n= 6, 3-NP: 77.889 + 10.872 vs n= 11,
Resveratrol: 154.036 + 19.056; p<0.050); Grupo Il y Grupo IV (Fs, 46 =2.902; p<0.023; n= 6,
3-NP: 77.889 + 10.872 vs n= 17, Resveratrol y 3-NP: 154.137 + 14.794; p<0.050). De igual
manera, el andlisis indica que existe diferencia significativa para generar 2x entre casi
todos los grupos: Grupo | y Grupo Il (Fs, 46 = 4.911; p<0.001; n= 4, Control: 214.750 * 39.39
vs n=6, 3-NP: 76.321 + 8.427; p<0.050); Grupo Il y Grupo lll (Fs, 46 = 4.911; p<0.001; n= 6,
3-NP: 76.321 + 8.427 vs n= 11, Resveratrol: 197.127 + 25.655; p<0.050); Grupo Il y Grupo
IV (Fs, 46 = 4.911; p<0.001; n= 6, 3-NP: 76.321 + 8.427 vs n= 17, Resveratrol y 3-NP: 211.705
+ 16.323; p<0.050); Grupo Il 'y Grupo V (Fs, 46 = 4.911; p<0.001; n= 6, 3-NP: 76.321 + 8.427
vs n= 9, PreResveratrol/Post3-NP: 171.444 + 14.433; p<0.050). Finalmente, el andlisis
indica que no existe diferencia significativa para generar 2.5x entre ningun grupo (Fs, 29
=2.172; p<0.085).
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Figura 17. Grafica de barras de las diferentes curvas intensidad vs amplitud de la respuesta de los
diferentes tratamientos realizados con el polifenol Resveratrol. En A) podemos observar la diferencia
que existe entre los voltajes requeridos para generar 1x en cada uno de los distintos tratamientos. En
B) se muestra la diferencia que existe entre los voltajes requeridos para generar 1.5x de cada uno de
los distintos tratamientos. En C) se aprecia la diferencia que existe entre los voltajes requeridos para
generar 2x entre los diferentes tratamientos. Finalmente en D) se observa la diferencia que existe
entre los voltajes requeridos para generar 2.5x en cada uno de los distintos tratamientos. *Diferencia
significativa respecto al control, p<0.050; #Diferencia significativa respecto a 3-NP, p<0.050;
SDiferencia significativa respecto al control, p<0.0232.
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Grupo Tratamiento N 1X 1.5X 2X 2.5X
Prom*ES Prom*ES Prom*ES Prom=z=ES

| Control 4  42.5+229 146%36.2 214+39.3 258.5%£31
Il 3-NP 6 33.2743.4 77.8+10.8 7618.4 107+5.9
] Resveratrol 11 47.8+7.55 154+19 197.1£25.6 221+32.6
v Resveratroly 3-NP 17 47.4+6 154.1+14.7 211.7+16.3 221.2+20.9
Vv Pre Resv/Post 3-NP 9 18.2+3.6 108.5+14.1 171.4+14.4 208.1+£10.2
VI Pre Resv/Post Resv = 5 25.845.2 97+13.1 130.6£23.6 160.5+31.1
y 3-NP

Tabla 1. Representa los valores de las Curvas intensidad vs amplitud de la respuesta de los diferentes
tratamientos realizados con el Resveratrol. La intensidad de la respuesta es expresada en multiplos
umbral sefialados con la letra “x”. El promedio de la amplitud de la respuesta es expresado en pV.

Efecto de la Neurotrofina BDNF sobre la transmisidn sindptica cortico-estriatal del grupo
de ratones tratados con Resveratrol y 3-NP (Grupo VI).

En el caso del Grupo tratado con Resveratrol y 3-NP (Grupo IV), una vez que fue
determinado el umbral de estimulacién necesario para obtener la amplitud media de las
espigas poblacionales y para tener la certeza de que los cambios observados en la
amplitud de las respuestas poblacionales eran producto de la neurotrofina y no de una
inestabilidad en los registros, se realizaron cursos temporales control, los cuales consisten
basicamente en registros de larga duracién capaces de mostrar que la amplitud de las
respuestas sindpticas se mantiene estable a lo largo del tiempo.

Posterior al registro del curso temporal control fueron adicionados en el medio 50 ng/mL
de la neurotrofina BDNF e inmediatamente fue evaluada la respuesta sinaptica
poblacional. Con base en el comportamiento observado en presencia de la neurotrofina,
el Grupo IV fue dividido en 2 subgrupos.

En la Figura 18 se muestra el subgrupo que consta del 34% de experimentos en los que
BDNF generdé un incremento sobre la modulacién sinaptica glutamatérgica. Se puede
observar que la amplitud de la respuesta S1 incrementa un 27.359 +£2.189% en presencia
de la neurotrofina, lo cual es estadisticamente significativo como se puede apreciar en la
grafica de barras de la Figura 20A (ts=-12.501, p<0.001; Control Grupo IV: 97.076 + 1.998;
BDNF: 124.435 +1.582).

En la Figura 19 se muestra el subgrupo que consta del 66% de los experimentos en los que
BDNF generd un decremento sobre la modulacidon sindptica glutamatérgica. Se puede
observar que la amplitud de la respuesta S1 disminuye un 15.361 + 2.128 en presencia de
la neurotrofina, lo cual es estadisticamente significativo como se puede apreciar en la
grafica de barras de la Figura 20B (t9=7.219, p<0.001; Control Grupo 1V: 100.114 + 0.617;
BDNF: 84.754 + 1.877).
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Figura 18. Curso temporal de los potenciales cortico-estriatales del Grupo tratado con Resveratrol y
3-NP (Grupo IV) en el que la neurotrofina BDNF generé un incremento estadisticamente significativo
(ts=-12.501; p<0.001) sobre la modulacion de la transmisidn sinaptica. Se muestran las espigas
poblacionales normalizadas en porcentaje en presencia de la neurotrofina. Se puede apreciar que
BDNF genera un efecto al incrementar la modulacién de las sinapsis glutamatérgicas un 27.359
12.189% con respecto al control (n=4; PromES). La parte superior de la figura muestra en color negro
y con numero 1, un trazo representativo del curso temporal antes de adicionar la neurotrofina; En rojo
y con numero 2 se muestra un trazo representativo del curso temporal después de adicionar la
neurotrofina. En la parte inferior los nUmeros 1y 2 representan la seccién de donde fue obtenido cada
trazo representativo.
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Figura 19. Curso temporal de los potenciales cortico-estriatales del Grupo tratado con Resveratrol y
3-NP (Grupo IV) en el que la neurotrofina BDNF generé una disminucion estadisticamente
significativa (t9=7.219; p<0.001) sobre la modulaciéon de la transmision sindptica. Se muestran las
espigas poblacionales normalizadas en porcentaje en presencia de la neurotrofina. Se puede apreciar
que BDNF genera un efecto al decrementar la modulacidon de las sinapsis glutamatérgicas un
15.361+2.128% con respecto al control (n=8; PromzES). La parte superior de la figura muestra en color
negro y con nimero 1, un trazo representativo del curso temporal antes de adicionar la neurotrofina;
En rojo y con nimero 2 se muestra un trazo representativo del curso temporal después de adicionar la
neurotrofina. En la parte inferior los nimeros 1y 2 representan la seccién de donde fue obtenido cada
trazo representativo.
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Figura 20. Grafica de Barras de los subgrupos del Grupo tratado con Resveratrol y 3-NP (Grupo IV) en
los que BDNF generd efecto. Se muestran las diferencias significativas existentes de cada condicidn. En
A) se aprecia la grafica de barras del subgrupo en el que BDNF generd un incremento estadisticamente
significativo con respecto al control (*p<0.001; n=4; Prom=ES), mientras que en B) se aprecia la grafica
de barras del subgrupo en el que BDNF generd una disminucién estadisticamente significativa con
respecto al control (*p<0.001; n=8; Prom+ES).

Analisis del protocolo por pulso pareado del efecto de la neurotrofina BDNF sobre la
transmision sindptica cortico-estriatal de los subgrupos obtenidos a partir del Grupo
tratado con Resveratrol y 3-NP (Grupo IV).

Con los datos obtenidos a partir de los cursos temporales del protocolo por pulso
pareado, se llevd a cabo un analisis de los datos de cada subgrupo obtenido a partir del
Grupo 1V, el cual permitid inferir si el mecanismo de accién era pre o postsinaptico, lo
anterior de acuerdo con los valores del cociente de ambas espigas (52/51), en donde el
cociente de la amplitud de la segunda espiga se divide entre la amplitud de la primera
espiga.

De acuerdo con las bases tedricas y experimentales en las que se fundamenta este
protocolo, se asume que si existe una modificacidn en el cociente S2/5S1 antes y después
de la administracién de la neurotrofina entonces el cambio es de naturaleza presinaptica;
por otro lado, si las amplitudes de ambas respuestas se modifican en la misma proporcién
y la relaciéon del cociente S2/S1 no cambia, entonces se trata de un mecanismo
postsindptico.
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En la Figura 21 se muestra el analisis del cociente S2/S1 antes y después de la
administracion de la neurotrofina en el subgrupo que consta de los experimentos en los
gue BDNF generd un incremento sobre la modulacidn sindptica glutamatérgica; se puede
apreciar que no hubo un cambio estadisticamente significativo del PPR antes y después de
la administracion con BDNF (t3= 0.983, p<0.398; Control Grupo IV: 1.462 + 0.96; BDNF:
1.35740.135), por lo que se infiere que en este subgrupo el mecanismo de accién de la
neurotrofina es de naturaleza postsinaptica.
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Figura 21. Cociente del protocolo por pulso pareado (52/S1) antes y después de la administracién de
BDNF en el subgrupo en el que la neurotrofina generé un incremento sobre la modulacién de la
transmision sinaptica. En A) Se muestra el cociente S2/S1 de los ultimos 10 minutos obtenidos previo a
la administracion de BDNF y los ultimos 10 minutos obtenidos durante la administracion de la
neurotrofina. Las lineas negras representan los valores S2/S1 de cada uno de los experimentos vy la
linea roja muestra el promedio de los valores. En B) Se puede apreciar cdmo el cociente antes y
durante la administracion de BDNF no se ve modificado de manera estadisticamente significativa
(p<0.398; n=4; PromES).
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En la Figura 22 se muestra el analisis cociente S2/S1 antes y después de la administracién
de la neurotrofina en el subgrupo que consta de los experimentos en los que BDNF
disminuye la modulacién sinaptica glutamatérgica; se observa que no hubo un cambio
estadisticamente significativo del PPR antes y después de la administracion con BDNF (ts=
-1.525, p<0.178; Control Grupo IV: 1.210+ 0.0556; BDNF: 1.416 +0.165), por lo que se
infiere que en este subgrupo el mecanismo de accion del BDNF también es de naturaleza
postsinaptica.
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Figura 22. Cociente del protocolo por pulso pareado (52/S1) antes y después de la administracion de
BDNF en el subgrupo en el que la neurotrofina generé una disminucién sobre la modulacién de la
transmision sinaptica. En A) se muestra el cociente S2/S1 de los Ultimos 10 minutos obtenidos previo a
la administracion de BDNF y los ultimos 10 minutos obtenidos durante la administracidon de la
neurotrofina. Las lineas negras representan los valores S2/S1 de cada uno de los experimentos vy la
linea roja muestra el promedio de los valores. En B) se puede apreciar como el cociente antes y
durante la administracion de BDNF no se ve modificado de manera estadisticamente significativa
(p<0.178; n=8; Prom+ES).

Los experimentos realizados en este estudio muestran que la administracién sistémica de
Resveratrol a una concentracion de 20 mg/kg tuvo un efecto neuroprotector frente a la
toxina mitocondrial 3-NP. A pesar de que la mayoria de los experimentos mostraron una
reduccion en la amplitud de la respuesta sinaptica poblacional se obtuvo una poblaciéon
donde hubo incremento en la respuesta sindptica en presencia de la neurotrofina BDNF. A
continuacion se hara una breve discusion sobre estos resultados.
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7. DISCUSION
Efecto neuroprotector del Resveratrol frente a la toxina mitocondrial 3-NP

El tratamiento in vivo con la toxina mitocondrial 3-NP (Grupo IlI) generé cambios en la
transmisién sinaptica corticoestriatal. Los registros electrofisioldgicos realizados en el
tejido estriatal proveniente de animales tratados con 3-NP mostraron modificacion en los
umbrales de estimulacidon requeridos para generar una espiga poblacional de la misma
amplitud que la requerida en una rebanada estriatal proveniente de tejido control (Grupo
). Este efecto del 3-NP ha sido descrito previamente en nuestro laboratorio (Kudo et al,
2014; Mendoza et al, 2014; Nieto-Mendoza & Hernandez-Echeagaray, 2015).

Las espigas poblacionales son el resultado de la sincronia de muchos potenciales de
accion, la amplitud que poseen depende en gran medida de tres factores: 1) la descarga
sincrénica de las células (sincronizaciéon poblacional), 2) distribuciéon de la poblacién
neuronal activa y 3) la resistencia del tejido. Por tanto, el tamafio de la espiga poblacional
registrada depende de la poblacién neuronal que se encuentre activa (Johnston & Wu,
1995).

La alta intensidad de estimulacidn requerida para producir esta sincronizacion en el tejido
tratado con 3-NP indica una reduccion en el nimero de células capaces de sincronizarse y
responder al estimulo. Lo anterior concuerda con los datos obtenidos previamente por
integrantes del laboratorio (Ruelas, 2010; Mendoza et al, 2014; Gémez Pineda, 2015 &
Vivar Cortés, 2016) quienes reportaron que la disfuncion mitocondrial altera la
modulacion y la transmisidn sindptica corticoestriatal. Especificamente se ha reportado
que el bloqueo mitocondrial mediante el tratamiento in vivo con dosis bajas y la
administracion subcrdénica de 3-NP, reduce la libracién de glutamato en las terminales
corticoestriatales, ademdas de afectar la disponibilidad de neurotrofinas, la arborizacién
dendritica y la longitud de las neuronas espinosas medianas de proyeccién estriatal
(Espindola et al, 2012; Mendoza et al, 2014).

En el presente estudio se utilizdé el polifenol Resveratrol, un antioxidante ampliamente
estudiado en otras patologias degenerativas. El tratamiento in vivo con Resveratrol (Grupo
[ll) por si solo no generd cambios en la transmisidon sindptica corticoestriatal. Con lo
anterior se infiere que el Resveratrol a una concentracion de 20 mg/kg no afecta el
numero de células capaces de sincronizarse ante la estimulacién. Esto es de vital
relevancia en el presente estudio debido al hecho de que se ha reportado que un
antioxidante puede suprimir o facilitar procesos apoptdticos (Halliwell, 2000) de manera
dosis y tipo celular dependiente (Tellone et al, 2015); en este caso la dosis de Resveratrol
implementada, no facilita dichos procesos apoptoéticos en el tejido corticoestriatal.
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Los datos obtenidos a partir de los tratamientos in vivo del Grupo IV (Tratamiento
conjunto de Resv y 3-NP) y V (Pretratamiento con Resv y pos tratamiento junto con 3-NP)
muestran que los umbrales de estimulacién para generar una espiga poblacional son
mayores a los requeridos por el grupo control (Grupo 1), sin embargo estos no son
estadisticamente significativos. Por otra parte, en ambos casos al comparar dichos
umbrales de estimulacién con los requeridos por el grupo tratado con 3-NP resulta que
estos valores son menores de manera estadisticamente significativa, lo anterior seria
indicativo de que al menos en parte, en ambos grupos el Resveratrol estaria atenuando el
dafo producido por la toxina mitocondrial.

Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos por Kumar et al (2006) quienes
reportan que el pretratamiento con Resveratrol (5 y 10 mg/kg) es capaz de prevenir la
reduccioén de la actividad de la SDH asi como reducir el estrés oxidativo inducido mediante
la administracion sistémica con la toxina 3-NP. Los autores sefialan que estos efectos son
posiblemente debido a las propiedades antioxidantes que posee el Resveratrol mediante
el incremento en los niveles de GSH (un antioxidante enddgeno) y el decremento en la
peroxidacion lipidica contribuyendo de esta manera a la neuroproteccion en contra de la
neurotoxicidad inducida con 3-NP.

Otro de los principales mecanismos neuroprotectores del Resveratrol frente a la
excitotoxicidad inducida con 3-NP puede ser su efecto sobre el glutamato y sus diferentes
tipos de receptores. En este sentido, Gao et al (2006) mostraron que de manera dosis
dependiente el Resveratrol es capaz de inhibir la transmisién sinaptica glutamatérgica
excitatoria en neuronas hipocampales de rata, mediante la inhibicién de los receptores
glutamatérgicos postsindapticos NMDA, AMPA y KA, siendo NMDA y KA los receptores mas
sensibles frente al polifenol. Por otra parte, Chang et a/ (2009) mostraron que de manera
dosis dependiente, el Resveratrol es capaz de ejercer un efecto presindptico inhibitorio
sobre la liberacién de glutamato presente en las terminales corticales de rata. Los autores
atribuyen este efecto a la capacidad que tiene el Resveratrol de generar un decremento
sobre la activacién de la via de sefalizacion intracelular MAP cinasa, que
subsecuentemente disminuiria la actividad de los canales de calcio dependientes de
voltaje (tipo N y P/Q), inhibiendo de esta manera la liberacion del glutamato. Asimismo de
Almeida et al (2007) reportaron que el Resveratrol en bajas concentraciones (25 y 50 uM)
incrementa la recaptura de glutamato en cultivos de astrocitos provenientes de rata,
dicha propiedad es de suma importancia debido a que la recaptura del glutamato por
parte de los astrocitos es uno de los principales mecanismos de defensa que posee el
cerebro frente al EO.

Adicionalmente a los efectos antioxidantes y su capacidad neuroprotectora frente a la
excitotoxicidad mediada por glutamato, diversos estudios realizados tanto in vitro como in
vivo, sefalan que el Resveratrol podria actuar mediante la interaccién directa con la
mitocondria, modulando diversas vias de sefalizacion intracelular como la AMPK, SIRT 1y
PGC-1a (Pasinetti et al, 2011), asociadas a la bioenergética, supervivencia y muerte
celular. Aunque se desconocen las vias o mecanismos exactos mediante los cuales el
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Resveratrol modula la dinamica y funciones mitocondriales, se cree que éstos tienen que
ver con la regulacidn de factores de transcripcion que activan o reprimen la expresién de
genes asociados a la mitocondria, ocasionando de esta manera alteraciones en la fisiologia
mitocondrial (de Oliveira et al, 2016).

Aunque el 3-NP es un inhibidor altamente especifico de la SDH que forma parte del
complejo Il mitocondrial (Herndndez-Echeagaray et al, 2012) la toxina también afecta la
actividad de los complejos mitocondriales | y Ill; en ese sentido se ha mostrado que el
Resveratrol es capaz de actuar de manera directa modulando el sistema de fosforilacién
oxidativa (OXPHOS), sistema que incluye a los complejos | y Il mitocondrial. De hecho, se
ha descrito que en bajas concentraciones el Resveratrol es capaz de modular los rangos
NAD* /NADH ocasionando un incremento en la actividad del complejo | mitocondrial; este
incremento, favorece la generacion de NAD*, responsable de la activacién de algunos
miembros de la familia de las sirtuinas como por ejemplo SIRT3, que se encarga de la
regulacion de numerosas proteinas mitocondriales asociadas a multiples vias de
sefializacion involucradas en la bioenergética asi como la supervivencia y muerte celular
(Desquiret-Dumas et al, 2013). Asimismo se ha descrito que el Resveratrol mejora e
incrementa la expresion y actividad de la SIRT1, otro miembro de la familia de sirtuinas en
el hipocampo de rata, previniendo de esta manera el estrés oxidativo y la apoptosis
inducida mediante un modelo de radiacién (Li et al, 2014). Con respecto a la interacciéon
del Resveratrol con el complejo lll mitocondrial, de acuerdo con Zini et al (2002) el
Resveratrol es capaz de disminuir la actividad de dicho complejo en el cerebro de ratas.
Esta propiedad es especialmente interesante debido a que el complejo lll es el sitio donde
se generan las substancias reactivas de oxigeno; los investigadores resaltan que mediante
el decremento en la actividad de este complejo el Resveratrol estaria inhibiendo la
produccién de substancias reactivas en oxigeno ademas de favorecer su remocion.

En cuanto a los datos obtenidos a partir del Grupo VI (Pre tratamiento con Resveratrol y
pos tratamiento conjunto de Resveratrol y 3-NP) se observd que los umbrales de
estimulacion requeridos para generar una espiga poblacional fueron mucho mayores que
los obtenidos por el grupo control (Grupo |) siendo estos valores estadisticamente
significativos. Por otra parte, al comparar dichos umbrales de estimulacién con los
requeridos por el grupo tratado por 3-NP resulta que estos valores son menores sin
embargo no son estadisticamente significativos, lo anterior seria indicativo de que
particularmente en este grupo el Resveratrol parece no poseer efecto alguno sobre la
toxicidad inducida por 3-NP. Estos resultados son paraddjicos debido a que se esperaria
gue una prolongada exposicion al antioxidante pudiera favorecer la proteccién ante la
toxina, sin embargo las observaciones realizadas indican que el Resveratrol bajo estas
condiciones no tiene efecto antioxidante y por ende neuroprotector frente al 3-NP. De
hecho se sabe que elevadas concentraciones de antioxidantes generalmente no son
buenas pudiendo ocasionar dafio celular mdas que proteccion (Halliwell, 2000).
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Efecto del tratamiento con Resveratrol sobre la transmisidn sinaptica cortico-estriatal en
presencia de BDNF.

El objetivo de valorar la modulacién sinaptica del BDNF en tejido de animales tratados con
Resveratrol fue para evaluar si los antioxidantes preservan los niveles de las neurotrofinas
como resultado de su mecanismo de neuroproteccion.

Las evaluaciones electrofisioldgicas en presencia del Resveratrol, mostraron que la
neurotrofina modula de manera diferencial la respuesta sindptica aln bajo las mismas
condiciones experimentales.

En un 34% de los experimentos realizados en el Grupo IV la amplitud de la respuesta S1
incrementa de manera estadisticamente significativa en presencia de la neurotrofina. Sin
embargo en el 66% de los experimentos realizados con el Grupo IV la amplitud de Ila
respuesta S1 disminuyd significativamente en presencia de la neurotrofina, lo cual no
habia sido observado previamente. Lo anterior probablemente es debido a la presencia de
las dos diferentes poblaciones de MSN presentes en el estriado que poseen distintas
propiedades intrinsecas como su regién de proyeccion, colaterales axonales vy
neuroquimica (Kreitzer & Malenka, 2008; Bolam et al, 2009).

Otra de las posibles explicaciones para dichos resultados es el mecanismo mediante el
cual el Resveratrol modula la transmision sindptica excitatoria glutamatérgica
corticoestriatal, afectando de esta manera la modulacién del BDNF. De acuerdo con los
datos obtenidos por Wang et al (2016) el Resveratrol (10-20 uM) es capaz de atenuar in
vitro la actividad de las neuronas corticales mediante la apertura de los canales de potasio
de gran conductancia activados por calcio (BKca) y del cierre de canales de sodio activados
por voltaje regulando de esta manera la excitabilidad de las neuronas corticales. Por otra

parte se ha observado que el incremento de la actividad de los BKca en células del
hipocampo potencia la proteccién frente a la excitotoxicidad. La activacion de los canales
BKca ocasiona la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica y disminuye la excitabilidad

neuronal (Piwonska et al, 2016). Estd demostrado que los BKca se encuentran presentes
en las MSN y contribuyen a la regulacién de las corrientes de salida y por tanto en la
excitabilidad de estas neuronas (Bargas et al, 1999). ). La idea de que el Resveratrol esté

atenuando la actividad de las neuronas corticales mediante la apertura de los canales BKca
es de vital relevancia para el presente estudio debido a que la secrecién y los niveles de
BDNF son regulados de manera dependiente de actividad, ademas de que la mayor parte
del BDNF estriatal (aproximadamente un 95%) es producido en la corteza y transportado
de forma anterdgrada a través de la via corticoestriatal hacia las MSN (Altar et al, 1997,
Alberch et al, 2002; Zuccato & Cattaneo, 2009; Zuccato et al, 2010; Samadi et al, 2013). Asi
es probable que el BDNF proveniente de la corteza, disminuya la activaciéon de sus
receptores TrkB y se reduzca su efecto para modular los receptores NMDA (Carvahlo et al,
2007) teniendo como consecuencia una disminucion en la excitabilidad neuronal como la
observada en este estudio.
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Este es un mecanismo que podria ser estudiado en el futuro para poder explicar la accién
del Resveratrol cuando existe un desequilibrio en la homedstasis energética como ocurre
durante procesos de isquemia, hipoxia o en este caso durante la aplicacién de una toxina
mitocondrial como el 3-NP.

También hay que proponer la posibilidad de que el tratamiento con Resveratrol favorece
la unidon de BDNF al receptor TrkB truncado permitiendo de alguna manera la activacién
de vias de sefializacion distintas a las vias clasicas teniendo como resultado una
disminucion en la excitabilidad de las neuronas de la via corticoestriatal. Lo anterior
implicaria un mecanismo neuroprotector completamente inesperado pero eficiente frente
a la excitotoxicidad inducida con 3-NP, dicho mecanismo deberad ser evaluado en un
futuro.

Efecto del tratamiento con Resveratrol sobre la transmision sinaptica cortico-estriatal en
presencia de BDNF: Actividad postsinaptica de BDNF

La respuesta sinaptica puede ser modulada a nivel presinaptico o postsindpticamente,
debido a que el BDNF se encuentra co-localizado junto con su receptor TrkB en las sinapsis
glutamatérgicas tanto presindpticas como postsindpticas (Carvahlo et al, 2007), utilizamos
el protocolo por pulso pareado para determinar si los mecanismos utilizados por la
neurotrofina son pre o postsinapticos.

En el estriado, a nivel postsindptico BDNF activa los receptores TrkB asociados a vias de
sefializacion los cuales pueden fosforilar los receptores glutamatérgicos, incrementando
de esta manera la amplitud de la respuesta sinaptica (Vivar Cortés, 2016). Lo anterior es
una explicacién vélida unicamente en el caso del subgrupo del Grupo IV en el que BDNF
incrementa la amplitud de la respuesta sindptica. Para el caso del subgrupo del Grupo IV
en el que la neurotrofina disminuyd la amplitud de la transmisién sindptica, nos
permitimos inferir acorde con Aroerira et al (2015) que a nivel postsinaptico BDNF
posiblemente se une a algun receptor TrkB truncando, permitiendo de alguna manera la
activacion de vias de sefializacidn distintas a las vias clasicas favoreciendo de esta manera
la disminucién de la excitabilidad en las neuronas de la via corticoestriatal.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio, son indicativo de que el
tratamiento con Resveratrol in vivo a una concentracion de 20 mg/kg atenua el
dafio inducido con 3-NP mediante la disminucion de la actividad glutamatérgica
corticoestriatal en el estriado de ratones C57/BL6, lo cual seria un mecanismo de
defensa en contra de la excitotoxicidad.

El efecto del Resveratrol sobre la modulacidon sindptica corticoestriatal en
presencia de la neurotrofina BDNF es diferencial, incrementando la respuesta S1
de manera estadisticamente significativa en un 34% de los experimentos y
disminuyendo la amplitud de la respuesta S1 de manera estadisticamente
significativa en un 66% de los experimentos.

En ambos casos, la forma en la que actia BDNF para modular las sinapsis
corticoestriatales es a través de mecanismos postsinapticos.

Estudios adicionales serdan necesarios para determinar si los diferentes
tratamientos con Resveratrol modulan la actividad de BDNF en la via
corticoestriatal y mediante qué mecanismos podrian estar actuando.
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