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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso es uno de los principales componentes anatémicos para
mantener a un organismo con vida; por medio de receptores se encarga de recibir
informacion del entorno, enviarla al encéfalo para procesarla y efectuar una
respuesta. La respuesta se efectia mediante una unidad basica: la neurona. Las
neuronas se relacionan funcionalmente para formar estructuras y asi conforman las
grandes divisiones del sistema nervioso central (SNC) y del sistema nervioso
periférico (SNP). Una de las principales respuestas es el control del movimiento.
Este control de movimiento es un proceso complejo que implica la participacion de

diversas regiones del encéfalo, entre ellas los ganglios basales.

1.1 Ganglios basales
Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales que se localizan a los
laterales del talamo, participan en la integracion sensorial y modulacion del
movimiento. Los componentes principales son el nucleo caudado-putamen, el globo
palido en su segmento interno y externo, y la sustancia negra compacta y reticulada
(Gongora-Alfaro, 1990) (Figura 1). La comunicacion de los ganglios basales es un
asa que se origina en la corteza cerebral, converge en los diferentes nucleos que
retorna informacion a las neuronas motoras de la corteza y regula el movimiento.
Los ganglios cuentan con regiones de aferencia o entrada de informacion asi como
regiones de eferencia o salida. Las principales fibras aferentes son la corteza
cerebral (corticoestriada), el talamo (talamoestriada) y la region compacta de la

sustancia negra (nigroestriada); mientras que las fibras que se consideran como
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eferentes se dirigen al globo palido (estriadopalidales) y a la regién reticulada de la

sustancia negra (estriadonigricas) (Purves et al., 2008) (Figura 2).

Talamo
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Figura 1. Localizaciéon anatémica de las estructuras de los ganglios basales en un corte
coronal del encéfalo. El caudado-putamen es la principal region de los ganglios basales (amarillo),
se separan por la capsula intera y se localizan en el telencéfalo; la sustancia negra, se ubica en el
mescencéfalo y el talamo, en el diencéfalo. Estas ultimas regiones son las principales estructuras
diana de los ganglios para modular las neronas de la corteza (Imagen modificada de Purves et al.,

2008).
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Figura 2. Organizacion anatoémica de las aferencias y eferencias de los ganglios basales.
A) Fibras aferentes, proyecciones de la corteza y la porcién compacta de la sustancia negra hacia
el estriado; B) Fibras eferentes, se dirigen del estriado al globo palido y a la regién reticulada de la

sustancia negra (Imagen modificada de Purves et al., 2008).

El circuito de los ganglios basales se da por acciones opuestas a través del
talamo hacia el cuerpo estriado. Esta comunicacion consta de una via directa
(excitadora, que libera a las neuronas motoras de la inhibicidn ténica) e indirecta
(inhibitoria, que reduce la actividad del talamo para inhibir a la corteza), y asi facilitar
los movimientos necesarios e inhibir los movimientos no deseados (Figura 3).

La primera via proyecta neuronas GABAérgicas hacia la parte reticulada de
la sustancia negra y la parte medial del globo palido, e inhibe de forma ténica al
talamo. La via se activa por el glutamato (Glu) y la dopamina (DA), lo que provoca

la inhibicion del globo palido y al mismo tiempo desinhibe al talamo, y



consecuentemente excita a las neuronas motoras de la corteza lo que inicia el
movimiento. En la via inhibitoria las neuronas estriatales contienen GABA, y se
proyectan hacia la parte lateral del globo palido. Este neurotransmisor va a inhibir
al globo palido, lo que ocasiona la desinhibicion del nucleo subtalamico, por lo que
se reduce el estimulo a las areas motoras de la corteza e impide el movimiento.
Cabe resaltar que la parte compacta de la sustancia negra brinda inervacién
dopaminérgica a las neuronas estriatales de ambas vias, por lo que el cuerpo
estriado es la principal zona de accion de este neurotransmisor (Brunton et al., 2007;

Purves et al., 2008).
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Figura 3. Via directa e indirecta de los ganglios basales. Como simbologia (+) excitador, (-)
inhibidor. En la via directa las fibras aferentes excitadas de la corteza llegan al estriado, esto inhibe
de manera transitoria al segmento interno del globo palido, desinhibe al talamo y permite que otras
aferencias exciten a las neuronas motoras de la corteza. En la via indirecta (sombreado), las
neuronas del estriado inhiben de manera transitoria al segmento externo del globo palido y al nucleo
subtaldmico, este se proyecta al segmento interno del globo palido para excitarlo, de esta manera
se opone a la accién desinhibidora de la via directa para modular sus efectos (Esquema tomado de

Purves et al., 2008).

1.1.2 El cuerpo estriado
El nucleo caudado y el putamen se estudian como una entidad unica denominada
cuerpo estriado que es la principal region de aferencia de informacion de los
ganglios basales (Figura 4). El caudado es la regién del estriado que controla las

funciones asociativas y cognitivas; mientras que el putamen es responsable del



componente motor. Ambos nucleos comparten conexiones, caracteristicas
neuronales y sistemas de neurotransmisién pero estan separados anatémicamente
por la capsula interna que son fibras ascendentes y descendentes (Wheeler y
Carelli, 2008).

El estriado se caracteriza por tener estriosomas. Los estriosomas son
agrupaciones de neuronas espinosas medianas nombradas asi por el tamafo
medio de su soma y por la gran cantidad de espinas que presentan las dendritas,
son carentes de acetilcolinesterasa (enzima que degrada acetilcolina) y se
encuentran embebidos en una matriz (Figura 4). Estas neuronas tienen pocos
potenciales de accidon espontaneos y necesitan la activacion de sus fibras aferentes.
Esta activacidon requiere del neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA) que
ejerce actividad inhibitoria y neuromoduldora (Haines, 2003).

Los ganglios basales integran y modulan informacion cortical que influye en
la iniciacion y ejecucion del movimiento, por lo que una lesidén en alguna de sus

regiones compromete la funcionalidad del sistema y alterar la conducta motora.

' BN R Figura 4. Imagen que representa las
B f 7 ,__ Eatricaorita estructuras caracteristicas del estriado:

— Matriz los estriosomas (azul claro) son
agrupaciones neuronales carentes de la
: enzima que degrada al neurotransmisor
&~ Putamen

Y Giobo pélido acetilcolina y la matriz (azul rey) donde se

encuentran embebidas (Imagen tomada de

o S Haines, 2003).
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1.1.3 Trastornos hipocinéticos e hipercinéticos

El fenotipo de las alteraciones provocadas en los ganglios basales se clasifica en
dos tipos de trastornos. A) Trastorno hipocinético que denota la reduccion de
movimientos, son de tipo acinesia o bradicinecia. La acinesia es una alteracion
importante en la capacidad para iniciar el movimiento, donde la mayoria de las
neuronas estan mas activas durante la fase de planificacion del movimiento que en
la ejecucion propia; y la bradicinecia, es una reduccion en la velocidad y la amplitud
del movimiento. Debido a la irrupcion del equilibrio entre los flujos de eferencia de
las vias directa e indirecta al talamo, incrementa la inadecuada activacion de los
musculos antagonistas, sin afectar necesariamente la actividad muscular global
(Haines, 2003).

B) Trastorno hipercinético, es un movimiento anormal e involuntario
denominado discinesia. Se debe a un desequilibrio entre la excitacién de las
neuronas palidotalamicas por la via directa y la inhibicién de la via indirecta, por lo
que disminuye la actividad neta de inhibicion del circuito motor, y provoca una mayor
actividad en la corteza. Se clasifican en tres tipos: balismo o hemibalismo,
movimientos coreiformes y movimientos atetdsicos. El primer tipo de discinecia
consiste en sacudidas incontroladas en un solo lado de la extremidad superior o
inferior, este trastorno esta presente cuando hay lesiones en el nucleo subtalamico
contralateral. El segundo tipo se caracteriza por movimientos irregulares de los
cuatro miembros, de la cara y de la boca; los cuales se deben a la pérdida de
neuronas espinosas medias del estriado y neuronas colinérgicas que proyectan al
globo palido lateral, por lo que se dafa la via directa, este tipo de discinecia es un

fenotipo caracteristico de la enfermedad de Huntington (EH).
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Por ultimo estan los movimientos atetdsicos, son lentos y sinuosos que se
manifiestan en las porciones distales de las extremidades (Haines, 2003). Cuando
se presenta un dafo funcional en los ganglios basales, una de las principales
causas es porque se ven comprometidas las interacciones neuroquimicas entre las
regiones.

En el SNC la comunicacién celular se da mediante contactos funcionales
entre las neuronas para transmitir la informacién, denominadas sinapsis. Existen
dos tipos, las eléctricas y las quimicas. La primera constituye un porcentaje menor
en la comunicacién neuronal. Fluye a través de sefales eléctricas por medio de los
canales de membrana para permitir una corriente idnica y generar un potencial de
accién que permita transmitir la informacion. La segunda es la mas abundante, en
ella la comunicacion es posible gracias a la secrecion de sustancias quimicas
denominadas neurotransmisores. Estos, son liberadas de las neuronas pre-
sinapticas para ser captados por receptores especificos en las neuronas post-

sinapticas e iniciar una respuesta (Purves et al., 2008).

1.1.4 La Dopamina (DA)

La DA es uno de los neurotransmisores mas importante del SNC que interviene en
la actividad locomotora, la afectividad, la regulacion neuroenddcrina y la ingestiéon
de agua y alimento. A nivel de SNP, es modulador de la funcién cardiaca y renal,
del tono vascular y de la motilidad gastrointestinal (Bahena-Trujillo et al., 2000). Las
neuronas estriatales de la via directa expresan al receptor D1 excitador, y las de la

via indirecta expresan al tipo D2 inhibidor. Por lo tanto, la DA que llega al cuerpo
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estriado tiende a incrementar la actividad de la via directa y a reducir la de la via
indirecta (Brunton et al., 2007). Por lo que se requiere de la activacion simultanea

de los dos receptores para efectuar la actividad motora (Géngora-Alfaro, 1990).

1.1.5 El Glutamato (Glu)
El Glu es un aminoacido no esencial que no atraviesa la barrera hematoencefalica
(BHE), por lo que se sintetiza en las células nerviosas a partir de la glucosa. Es el
mensajero quimico de mayor importancia en el SNC de mamiferos ya que constituye
el sistema de neurotransmision excitatoria mas abundante. Interactua con otras
neuronas por medio de un sistema de reconocimiento especifico a través de
receptores localizados en la superficie de la membrana post-sinaptica para
mantener la adecuada comunicacién neuronal. En condiciones patoldgicas,
incrementa su presencia en el espacio sinaptico y promueve un proceso excitotoxico
responsable del dafno neuronal asociado a diversas enfermedades

neurodegenerativas (Dorado Martinez et al., 2003).

1.1.6 El Acido y-aminobutirico (GABA)
El GABA es el principal neurotransmisor de tipo inhibitorio. Durante el desarrollo
neuronal tiene la capacidad de activar una accién excitadora transitoria a través de
los receptores GABAA con un papel tréfico en la plasticidad neuronal por medio de
despolarizaciones (Varju et al.,, 2001). Mientras que en el sistema nervioso
desarrollado tiene una accidon inhibidora; mantiene el tono inhibitorio que
contrarresta la excitacion neuronal, un requisito fundamental para preservar la

funcionalidad encefalica (Cortes-Romero et al., 2011).
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La disminucion de GABA favorece eventos de excitacion que pueden evocar
procesos excitotdxicos y por lo tanto degeneracion neuronal (Ramirez-Jarquin et
al., 2013).
1.2 La via de la Kinurenina (VK)

El triptéfano (Trp) es uno de los 20 aminoacidos esenciales y sirve como precursor
para la sintesis de proteinas. La ruta catabdlica del Trp en el cerebro de mamiferos,
rindn e higado es la via de la kinurenina (VK) (Moroni et al., 1988) (Figura 5). En
condiciones fisiolégicas se encarga de la sintesis de novo de la coenzima Nicotin
Adenin Dinucledtido (NAD") (Beadle et al.,1947), el cual es un acarreador de
electrones que se reduce reversiblemente a NADH por la adicidn de dos electrones
y un protén en el anillo de nicotinamida (Ussher et al., 2012).

En el torrente sanguineo el 90% del Trp se encuentra circulando de forma
libre mientras que el 10% restante se une a la albumina. Solamente en su forma
libre atraviesa la BHE con la ayuda de un transportador de aminoacidos tipo L no
especifico y competitivo. Del Trp que atraviesa la BHE y llega al encéfalo, el 95%
se degrada por la VK y el 5% restante es metabolizado por la via metoxindol para
la biosintesis de serotonina y melatonina (Jones et al., 2013).

La via inicia con la degradacién del Trp en formilkinurenina por las enzimas
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO1 e IDO2, expresada en monocitos, macrofagos,
microglia, astrocitos, neuronas y en algunos tipos de células troncales) o por la
triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO, expresada en higado) (Lovelacea et al., 2016). La
formilkinurenina se metaboliza en kinurenuna (KYN) por la kinurenina formilasa.

Como metabolito central de la via, actian tres enzimas diferentes para

14



metabolizarlo: primero, la kinureninasa forma el acido antranilico (ANA); segundo,
la aminotransferasa (KAT, expresada en astrocitos) forma el acido kinurenico
(KYNA); y el tercer metabolito se produce en condiciones inflamatorias por la accién
la enzima kinurenina 3-hidroxilasa (en microglia) a 3-hidroxikinurenia (3-HK).

A partir de dos enzimas se va a producir el acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA):
como precursor, el ANA se metaboliza por la acido 3-hidroxiantranilico hidrolasa y
cuando el precursor es el 3-HK actua la enzima kinureninasa. La 3-HK es catalizada
por la enzima acido 3-hidroxiantranilico 3,4-dioxigenasa (3-HAO) para formar otro
metabolito estable, el 2-amino 3-carboximucionato 6-semialdehido (ACMS) el cual
seguira dos vias mas: primero, de la enzima 2-amino 3-carboximucionato 6-
semialdehido descarboxilasa (ACMSD) formara el precursor 2-aminomuconato 6-
semialdehido (AMS), y por una reaccion espontanea formara el acido picolinico
(AP); y por otro lado, el ACMSD va a sufrir una ciclizacion no enzimatica para formar

acido quinolinico (QUIN). Finalmente, el QUIN es degradado por la enzima acido

quinolinico fosforribosiltransferasa (QPRT) para formar NAD*(Vamos et al., 2009).

1.2.1 Metabolitos neuroactivos de la VK
La VK genera metabolitos denominados kinureninas. Estos son de dos vertientes:
neuroactivos y mocularores redox. El primer grupo compuesto por el KYNA vy el
QUIN tienen actividad directa en los receptores glutamatérgicos N-Metil-D-
Aspartato (rNMDA). El segundo grupo de metabolitos lo conforman el AP con
propiedades neuroprotectoras (Guillermin et al., 2007); la 3-HK con una dualidad

pro-oxidante como anti-oxidante (Colin-Gonzales et al., 2013) y el 3-HAA con
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actividad anti-inflamatoria y neuroprotectora en cultivos celulares (Krause et al.,

2011).
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reactivas como el AP, el 3-HK o el 3-HAA. El recuadro azul sefiala una de las kinuereninas
neuroactivas relevantes para este trabajo: el QUIN. Triptofano 2,3-dioxigenasa (TDO); Indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO); Kinurenina aminotransferasa (KAT); Kinurenina 3-monooxigenasa (KMO);
Acido 3-hidroxiantranilico dioxigenasa (3-HAOQ); 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido
(ACMS); 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido decarboxilasa (ACMSD); Quinolinico
fosforribosiltransferasa (QPTR). Esquema basado en Bohar et al., 2015; Parrot y O’Connor 2015;

Stone, 2001.

1.2.2 El Acido quinolinico (QUIN)
El QUIN o acido 2,3-piridina-dicarboxilico es un metabolito neuroactivo endégeno
de la VK y es el precursor directo para la formacién de NAD®. Se sintetiza en la
microglia en el estado activo como respuesta a un evento inflamatorio en el SNC

(Stone, 1993). Actua como agonista selectivo de los rNMDA, induce una sobre-

estimulacién que activa al receptor, permite el paso de ca®, genera un evento
neurotoxico y conduce a la muerte neuronal (Schwarcz y Kohler, 1983).

La concentracion de QUIN en el SNC no es homogénea e incrementa
conforme avanza la edad, esto debido a que en un adulto la maquinaria enzimatica
estd consolidada y ante cualquier alteracion, es capaz de responder de manera
eficaz, lo que favorece su sintesis (Moroni et al., 1984). Otro factor que contribuye
a su incremento extracelular, es la disminucion en la expresion de la enzima que lo
degrada (QPRT, en astrocitos y células ependimales); esta acumulacion del

metabolito favorece eventos excitotoxicos (Jhamandas et al., 1999).

17



1.3 Excitotoxicidad y receptores NMDA

En 1969 Olney definio el concepto de excitotoxicidad como el mecanismo toxico
donde la sobre-estimulacion de receptores para aminoacidos excitadores (AAE)
conduce a la muerte neuronal.

El Glu una vez sintetizado se acumula en la terminal sinaptica para ser
liberado por un proceso dependiente de Mgz+/ATP. Un estimulo eléctrico neuronal

inducen la apertura de los canales de Ca®* dependientes de voltaje (VDCC) y
promueve la exocitosis. El Glu una vez liberado al espacio sinaptico, interactua con
sus receptores especificos en la membrana post-sinaptica para producir diversas
respuestas bioldgicas (Flores-Soto et al., 2012).

El glu interacciona con diferentes tipos de receptores, los cuales se han
clasificado por sus caracteristicas farmacolégicas y electrofisiologicas en
ionotropicos (NMDA y no-NMDA) y metabotrépicos (mGIuR 1-8). El primer grupo
esta acoplado a un canal, por lo que no necesitan de ninguna fuente energética y el
transporte es pasivo. En funcién de su ligando especifico son: los N-metil-D-
aspartato (rNMDA) y los no-NMDA como a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazolil-4-

propionato (AMPA) y los receptores kainato. Los receptores AMPA son permeables

aNa" y K, en algunos casos a Ca?*, intervienen en la transmision glutamatérgica
rapida y se encuentran a nivel postisaptico. Los receptores de kainato se localizan
a nivel pre- y post-sinaptico, y sabe que participan en la modulacion de la
transmision GABAérgica. Por otro lado, los receptores metabotropicos estan
acoplados a proteinas G que modulan la respuesta a través de segundos

mensajeros intracelulares (Millan, 2003).
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Los rNMDA poseen una estructura tetramérica conformada por una
combinacion de siete subunidades: NR1, NR2 (A-D) y NR3 (A, en todo el SNC y B,
en neuronas motoras) (Figura 6). El canal del receptor esta formado por el dimero
NR1/NR2. La subunidad NR1 proporciona el sitio de union a glicina (Gly), mientras
que NR2 proporciona el sitio de union a Glu y a poliamidas; ademas de este dimero,
debe expresarse alguna de las demas subunidades de NR2 o NRS3, este ultimo

aunque no proporciona funcionalidad al receptor posee accion moduladora de
forma negativa al disminuir la permeabilidad al Ca®". La funcion fisiologica del
receptor radica en el acoplamiento de las sefales bioquimicas y eléctricas de las

neuronas por la afluencia de Ca®"en respuesta a la actividad sinaptica (Zito y

Scheuss, 2009).

Figura 6. Estructura del rNMDA. Uno de los dimeros del receptor esta formado por dos
subunidades NR1 y las dos restantes por la combinacion homo o heteréloga de las subunidades

NR2 (A-D) o NR3 (A-B) (Imagen modificada de Ghasemi y Schachter, 2011).
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La activacién del rNMDA requiere la union simultanea del agonista (Glu) y del
co-agonista (Gly); y la despolarizacién membranal para que el tap6n de M92+que
bloquea el canal pierda la afinidad y se remueva, de esta manera permite la entrada

de Ca**yNa'y la salida de K*. (Lynch y Guttmann., 2001) (Figura 7).

o
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Figura 7. Proceso de activaciéon del rNMDA. Inicia con la unién simultanea del agonista Glu y del
co-agonista Gly a los sitios de unién correspondientes, aunado a la despolarizacion membranal que
remueve el tapon de Mg?* del canal y conjuntamente promueve el paso intracelular de Ca?*y Nat y
la salida de K*, esto activa vias de sefalizacién inducidas por Ca?*(Imagen tomada de Zito y

Scheuss, 2009).

La sefializacion glutamatérgica que se genera por la activacion del rNMDA
esta formada por un componente rapido seguido de uno lento. El primero esta a
cargo de los no-NMDA y como la afinidad del complejo agonista-receptor es menor,
la disociacion es rapida por lo que efecto es momentaneo. El segundo componente
se da por parte de los rNMDA, la afinidad del Glu es mayor por lo que la disociacién
es muy lenta y produce un efecto prolongado para permitir el cierre y apertura del

canal repetidas veces (Lester y Jahr, 1992).
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1.3.1 Mecanismo excitotéxico de QUIN
El QUIN, analogo del Glu, produce eventos excitotdoxicos cuando sus niveles
basales se incrementan. Este metabolito principalmente actua al sobre estimular a
los rINMDA aunque se han reportado dos vias mas (Figura 8).
Actua como agonista selectivo de los rNMDA, al competir por el sitio de union
a Glu. La union del QUIN al receptor no excluye la presencia del Glu; ambas
moléculas permiten la activacion continua del receptor y esto mantiene el flujo
intracelular del Ca?*de forma masiva (Schwarcz et al., 1984). Este ion actia como
segundo mensajero y activa 1) fosfolipasas, cinasas, proteasas, endonucleasas,
citocromo C, calpainas; 2) incrementa la expresion de NOS; 3) disminuye la
expresion de la superéxido dismutasa (SOD), lo cual favorece el incremento de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o de nitrogeno (ERN); y 4) activa caspasas.
Todo esto esn conjunto induce la muerte celular por apoptosis o necrosis (Pérez-De
la Cruz et al., 2012).
El efecto téxico del QUIN también esta relacionado con la habilidad para

formar ERO. En el espacio extracelular el QUIN forma un complejo con iones hierro

(Fe2+) y como ocurre en la reacciéon de Fenton induce la formacion de ERO,
especialmente radicales hidroxilo (*OH) (Pérez-De la Cruz et al., 2012). Ademas,
el QUIN incrementa sus concentraciones extracelulares, bloquea los
transportadores de Glu en células gliales y evitar la recaptura del neurotransmisor
para que se degrade y potenciar el efecto téxico del QUIN (Pérez-De la Cruz et al.,

2012).
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En conjunto, los mecanismos activados por el QUIN producen estrés
oxidante, déficit en el metabolismo energético y promueven la muerte celular (Trotti

et al., 1998; Platenik et al., 2001).
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Figura 8. Representaciéon esquematica de los mecanismos excitotéxicos mediado por QUIN.

El QUIN actua como agonista de Glu en el sitio de unién de los rNMDA, provoca una sobre-
estimulacién y permite asi la entrada masiva de Ca2+para activar diferentes vias de sefalizacion

intracelular. A nivel extracelular, forma el complejo Fe?*/QUIN que favorece la formaciéon de ERO e
induce estrés oxidativo. Finalmente, en las células gliales, inhibe la recaptura de Glu y potencia el

efecto excitatorio (Imagen tomada de Pérez-De la Cruz et al., 2012).
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1.3.2 Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es una condicién metabdlica que ocurre cuando se presenta un
desequilibrio entre la produccion de especies pro-oxidantes y los sistemas de
defensa anti-oxidante, por lo que incrementa la concentracion de radicales libres y
ERO. Un estado oxidante, induce efectos toxicos a nivel de lipidos, proteinas o
nucledtidos y genera muerte celular. Esta condicion esta presente en todas las
enfermedades neurodegenerativas; sin embargo, no se conoce claramente si es

causa o consecuencia del daio neuronal (Dorado Martinez et al., 2003).

1.4 Epilepsia

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) anuncié que hasta febrero de 2017
existen 50 millones de personas a nivel mundial que padecen epilepsia y se estima
que la prevalencia media es de cuatro a diez afectados por cada 1000 personas.
La epilepsia es una patologia neuroldgica cronica caracterizada por la
presencia de convulsiones recurrentes y espontaneas, generadas por una
descarga excitatoria, sincronica y sostenida de un grupo de neuronas. No se conoce
la etiologia de la enfermedad, pero esta asociada a diversos factores como tumores,
infecciones, traumas craneoencefalicos, deprivacion de oxigeno, alteraciones
genéticas y alteraciones metabdlicas (Engelborghs et al.,, 2000). Aunque no es
considerada una enfermedad neurodegenerativa, provoca muerte neuronal

asociada a excitotoxicidad (Pereno, 2010).
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La crisis epiléptica es un episodio de movimientos involuntarios que afecta
solamente una zona de la region cerebral (convulsion parcial o focal) o la totalidad
del encéfalo (convulsidn generalizada). Dentro de estas dos clasificaciones se

subdivide en diferentes categorias como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de los tipos de convulsiones, parcial y generalizada.

Convulsién parcial

Convulsién generalizada

Temporal: Epilepsia temporal lateral (ETL) que
inician en la neocorteza con auras autonémicas,
psiquicas, visuales, auditivas y vertiginosas.
Epilepsia temporal medial (ETM) comienza en la
zona mesial con auras epigastricas, desconexion del
medio acompafiada de automatismos orales o
manipulativos y postura disténica de un miembro.

Ténica: Contracciones musculares que incrementa
de segundos a minutos debido a una descarga
excitatoria ritmica primaria.

Frontal: De menor duracién que una temporal, tiene
un inicio abrupto y generalizacion secundaria mas
frecuente, menor grado de confusion post-ictal,
predominan los fendmenos motores que
automatismos mas forzados.

Clénica: Contracciones repetitivas y prolongadas
en el mismo grupo muscular sin afectar la
conciencia.

De la corteza posterior: Abarca epilepsias parietales
y occipitales con manifestaciones cambiantes,
incluso en un mismo paciente. Auras vertiginosas o
auditivas, sintomas somatosensitivos, visuales como
luces, destellos, colores simples, amaurosis o
alucinaciones visuales complejas, metamorfopsias,
distorsiones de la imagen corporal y palinopsia,
parpadeo unilateral y el nistagmo.

Este tipo de crisis suele propagarse a los I6bulos
temporal y frontal, por lo que la sintomatologia que
sigue, se asemeja a la de estas epilepsias.

Tonico-clénico: Comienza con mioclonias, una
fase de flexién y extension ténica con cierre brusco
de la boca, apnea, cianosis, una fase de vibracion o
transicion de ténico a clonico, contracciones
clonicas flexoras masivas y repetidas que se
prolongan y posteriormente disminuye la fuerza 'y
frecuencia, finalmente un periodo de estupor con
hipotonia y sialorrea hasta la recuperacion gradual
normal.

De ausencia: Pérdida de conciencia paroxistica,
sin aura, sin asociacion de caida, clonias, atonias o
mioclonias y recuperacion rapida.

De ausencia atipica: La pérdida de la conciencia
puede ser menor pero mas prolongada, con
componentes atonicos, tonicos y automatismos. Es
caracteristica de sindromes epilépticos con retraso
psicomotor asociado.

Mioclonicas: Descargas corticales que producen
contracciones involuntarias bilaterales, simétricas y
sincrénicas con afectaciéon predominante de
hombros y brazos sin afectar la conciencia.

Atonica: Aparece después de una disminucion
brusca del tono muscular en flexores y extensores
del cuello, tronco y extremidades, sin ningun evento
previo mioclénico o ténico, hay confusion sin
pérdida de memoria, puede aparecer en varios
tipos de crisis, con duracion de 1-2 segundos.

(Basado en Mercadé Cerda et al., 2012).
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1.4.1 Fisiopatologia de la epilepsia

Como se menciond, una crisis convulsiva forma parte de la epilepsia, y se
desencadena por descargas de excitabilidad excesiva y sincronizada de una
poblacion de neuronas. La comunicacién neuronal esta dada por un equilibrio de
sefalizacion excitatoria (Glu) e inhibitoria (GABA); si ese equilibrio se altera se
disparan impulsos excitatorios descontrolados que conllevan a una crisis epiléptica,
la crisis depende de la region encefalica donde se focalice (parcial) o que se
propague la descarga a otros grupos neuronales (generalizada). Se han estudiado
solamente algunas regiones del encéfalo donde se localizan principalmente los
focos epilépticos como son la corteza, el hipocampo, la amigdala, los bulbos
olfatorios y el coliculo inferior de la via auditiva (Sayin et al., 2003).

Los mecanismos implicados en la generacion de la epilepsia son
extremadamente complejos por lo que hay muchas hipétesis, y una de las mas
aceptadas es la alteracion en el sistema inhibitorio. En muestras de tejidos de
pacientes con algun tipo de epilepsia que no respondieron al tratamiento, se observo
una pérdida en la neurotransmision GABAérgica. Por el contrario, también se ha
observado que la epilepsia puede implicar un aumento de esta sefalizacion por un
mecanismo compensatorio debido al exceso de excitabilidad glutamatérgica (Cabo-
de la Vega et al., 2006).

1.5 Farmacos antiepiléticos
Existe una gama de farmacos antiepilépticos (FAEs) con mecanismos de accién
disponibles para el tratamiento de las convulsiones, el 30% de los pacientes no
tienen control de las crisis en su medicacién actual, lo que representa una necesidad

clinica importante (Kwan y Brodie, 2000). Los FAEs comparten un fin comun: el de
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disminuir la excitabilidad neuronal y se diferencian en la farmacologia y composicion

quimica (Siniscalchi et al., 2013) (Figura 9). Estos farmacos se clasifican en

convencionales y de nueva generacion:

e FAEs convencionales: son aquellos que surgieron antes de 1990.

(0]

o

0]

0]

Acetazolamida: inhibe la actividad de la anhidrasa carbonica.
Carbamacepina: bloquea canales de Na*dependientes de voltaje.
Clobazam, clonacepam, diacepam, fenobarbital, loracepam y primidona:
modulador alostérico de rGABA-A.

Etosuximida: bloquea canales de Ca" tipo T.

Fenitoina: bloquea canales de Na*dependientes de voltaje.

Valproato: favorece la sintesis de GABA y bloquea canales de Na”.

e FAEs de nueva generacion: son farmacos que surgieron después de 1990,

los cuales ofrecen menores efectos adversos con respecto a los FAEs

convencionales.

0]

Acetato de eslicarbazepina: bloquea canales de Na’dependientes de

voltaje.
Felbamato: bloquea canales de Na*, de Ca®* y rNMDA.
Gabapentina: inhibe canales de Ca®' dependientes de voltaje.

Lamotrigina: bloquea canales de Na* dependientes de voltaje e interviene

en la inhibicidon de liberacion de Glu.

Lacosamida: incrementa la accion inhibitoria de los canales de Na* de

inactivacion lenta.
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Levetiracetam (LVT): inhibe canales de ca®* tipo N y se une a la proteina
vesicular sinaptica 2A (SV2A) para modular la liberacion de
neurotransmisores.

Oxcarbacepina: bloquea canales de Na* y Ca2+y posiblemente actue en
canales de K".

Perampanel: inhibe receptores no-NMDA.

Pregabalina: inhibe la unidn con la subunidad a2 de los canales de Ca®"
dependientes de voltaje.

Retigabina: interaccién con canales de K™ (KCNQ/Kv7) dependientes de
voltaje.

Tiagabina: bloquea la recaptura de GABA.

Topimarato: incrementa la actividad de GABA, inhibe los canales de Na®,
dependientes de voltaje, inhibe receptores no-NMDA e inhibe la actividad
de la anhidrasa carbonica.

Vigabatrina: inhibe la enzima GABA transaminasa.

Zonisamida: bloquea canales de Ca®" y de Na*

El mecanismo de accion de cada uno de los FAEs no es completamente

conocido, por lo que dan pie para un reposicionamiento terapeutico; lo que significa

que el farmaco se utilice para el tratamiento de alguna patologia neuroldgica distinta

de la que fue prescrita (Naylor y Scholnfeld, 2014).

Dentro de los FAEs el LVT es uno de los que poseen mayor eficacia

farmacoldgica, es de amplio espectro de accion, posee una minima interaccion con

otros farmacos, se posiciona como el antiepliético de mayor seguridad y posee un
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mecanismo de accion novedoso. Por lo que el interés de

investigacion se enfoca exclusivamente en el LVT.

Carbamacepina
Lamotrigina
Fenitoina

Neurona Nay / \ Neurona
glutamatérgica Etosuximida Na. GABAérgica
“\ Gabapentirg \
. av
® o R e -

Ky
K ca* Ca* S
Retigabina " Retig@bina

J P Levetiracetam b ,
\t\\ i
na

: Benzodiacepi GAT-1
T\?ﬂp’?m)o Fenobarbital
i Felbamato
Fenobarbital
Talampanel Felbamato  Topimarato Tiagabina
x K : e
* \1‘ Mo iz B
rmGlu - | (GABAA . 4
a gl | - e

este trabajo de

Figura 9: Esquema que representa los blancos de algunos FAEs. A nivel pre-sinaptico: en

neuronas glutamatérgicas como GABAérgicas: Carbamazepina, lamotrigina y

fenitoina actuan en

canales de Na*dependientes de voltaje; etosuximida y gabapentina en canales de Ca?* dependientes

de voltaje; retigabina en canales de K* dependientes de voltaje; levetiracetam se une a la SV2A; y

la tiagabina acttia en el transportador de GABA dependiente de C1~ y Na* (GAT-1). En las terminales

post-sinapticas: topiramato, valproato, fenobarbital y talampanel ejercen accién en los receptores

AMPA/kainato; felbamato en rNMDA y por ultimo las benzodiacepinas, fenobarbital, felbamato y

topiramato en rGABA-A. Todos ellos con el fin de disminuir la excitabilidad neuronal (Imagen

modificada de Béhme y Liuddens, 2007).
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1.6 Levetiracetam (LVT)

EILVT 6 [S]-a-etil-2-oxo-1-pirrolidina acetamida, es el S- enantiomero del piracetam
(Figura 10). El piracetam fue el primer farmaco antiepiléptico de la familia de
los racetams. Derivado de este se generaron otros farmacos mediante pequenas
modificaciones en la estructura quimica con el objetivo de potenciar su accién
terapeutica. Estos cambios en la estructura molecular dan lugar a nootropicos mas
potentes que el antecesor o a sustancias con diferentes indicaciones terapeuticas
(Gouliaev y Senning, 1994). La formula molecular del LVT es Cg H;,N,0, y tiene un
peso molecular de 170.21 g/mol, lo que lo hace altamente soluble en agua (Targas
et al., 2014).

EILVT es un FAE de segunda generacién, es novedoso por su peculiar perfil
farmacoldgico ya que actua mediante la union a la proteina vesicular sinaptica 2A
(SV2A) para suprimir las convulsiones, aunque no se tiene conocimiento
esclarecido de como es que modula esta supresion. Es prescrito como terapia
coadyuvante o como monoterapia (con una dosis inicial de 500 mg dos veces al dia,
con un ascenso de maximo 3 g por dia) en el inicio de convulsiones parciales con o
sin generalizacion secundaria (Wright et al., 2013).

Clinicamente el farmaco ha demostrado un amplio espectro de actividad
anticonvulsivante en la epilepsia mioclonica juvenil, en epilepsia ténico-clonico, de
ausencia y miocldnica, epilepsia fotosensitiva, de ausencia atipica y convulsiones
atonicas, en epilepsia parcial infantil y como monoterapia en pacientes con epilepsia

parcial refractaria (Di Paola et al., 2007).
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Respecto a la farmacocinética, después de una administracion por via oral,
se absorbe rapidamente cerca del 95%, alcanza la maxima concentracion (Cmax)
en sangre a los 80 minutos y su vida media es de seis a ocho horas. El porcentaje
de unioén a proteinas plasmaticas es del <10%, por lo que no compite con otros
farmacos por el sitio de unién; el 24% del farmaco se metaboliza por la hidrélisis del
grupo acetamida y genera otros metabolitos sin actividad bioldgica, y el 66% del
LVT no se metaboliza por lo que se desecha de manera inalterada (Patsalos, 2004).

El LVT se excreta por dos vias, principalmente por la via renal y
minoritariamente por la via hepatica. En la primera el farmaco se elimina de forma
inalterada y como un metabolito farmacolégicamente inactivo (ucb L057), el cual
proviene de la hidrdlisis de una esterasa en el grupo acetamida. En la via hepatica,
la exposicion incrementa con la disminucion funcional del 6rgano, por lo que en
pacientes con algun dafo severo se recomienda un ajuste de dosis (Patsalos,
2004).

Algunos de los efectos adversos del LVT son mareo (52.8%), somnolencia

(33.3%), fatiga (11.1%) y dolor de cabeza (8.3%) (Wright et al., 2013).
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Figura 10: Estructura quimica del LVT. EI LVT esta formado por un grupo acetamida, por
donadores de protones (CO0™), un donador de puente de hidrégeno (H™), un grupo hidrofébico

(CH3) y un grupo con carga positiva (NH,) (Imagen tomada de Sarmiento, 2014).

1.7 Teorias sobre el mecanismo de accion del LVT
La literatura sugiere al LVT como tratamiento de diversas enfermedades diferentes
a la epilepsia. Por lo que ha generado el interés de investigacion de su mecanismo
de accién, de los cuales predominan: la union a la SV2A y el transportador de

cistina/Glu.

1.7.1 Proteina Vesicular Sinaptica 2A (SV2A)
La SV2A se caracteriz6 desde 1985 como la proteina mas abundante en la
membrana de las vesiculas sinapticas en neuronas y células enddcrinas (Lynch et
al., 2004), se ha caracterizado como el sitio de union de farmacos anticonvulsivantes
derivados de la familia de los racetam para modular la exocitosis de
neurotransmisores (Kaminski et al., 2008).
La SV2A es una glicoproteina transmembranal que modula la exocitosis de

neurotransmisores dependiente de Ca?*. En mamiferos existen tres isoformas:
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SV2A, SV2B y SV2C, con una distribucion ubicua. La isoforma 2A es omnipresente
en el SNC; la expresiéon de la isoforma 2B es mas especifica y predomina en
hipocampo y cerebelo; mientras que la distribucion de la 2C se limita a los ganglios
basales, mesencéfalo y el tronco encefalico (Madeo et al., 2004). Se esquematiza

una linea del tiempo de la caracterizacion de la SV2 (Figura 11).

1985 1992 1999
La proteina vesicular Piracetam andlogo del Ratones con supresion de
sindptica 2A fue LVT identificado como el la SV2A exhiben epilepsia
descubierta como el agente anticonvulsivante severa.
mayor componente mds potente en modelos
de vesiculas de roedores.
sindpticas. 1994 2002

Brivaracetam analogo del LVT, se
caracteriza con accién
anticonvulsivante mas potente.

Sitio de union estereoselectivo
caracterizado para el LVT en
membranas sinapticas
vesiculares.

1985 1990 1995 2000

Figura 11: Linea del tiempo de la caracterizacion de la SV2A como sitio de unién del LVT. En
1985 la SV2A se caracterizé como la proteina con mayor presencia en las vesiculas sinapticas; en
1992, el piracetam fue el primer farmaco de la familia de los racetams; en 1994 se determiné al LVT
como ligando de la SV2A y finalmente en 2002 se formulé un farmaco de tercera generacion, el

brivaracetam 10 veces mas afin a la SV2A (Esquema modificado y traducido de Rogawski, 2016).

1.7.2 Transportador de cistina/glutamato
En las células nerviosas de mamiferos se expresan transportadores para movilizar
aminoacidos de manera intracelular. Existe un sistema de transportadores
denominado X_ expresado en astrocitos, que consta de una subunidad funcional

xCT/SLC7A11 y una chaperona CD98/4F2hc. Este sistema funciona como un
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intercambiador de cistina/glutamato donde los astrocitos capturan cistina del
espacio extracelular y lo reducen a cisteina para que se sirva como sustrato en la
sintesis de glutatién reducido (GSH) en las neuronas (Miyazaki et al., 2015). El GSH
actua en la célula como un sistema antioxidante para contrarrestar los efectos de
las ERO (Weijie et al., 2011). Existen reportes previos que afirman que la
administraciéon de LVT incrementa la expresion del transportador xCT, lo que
proporciona un efecto neuroprotector al incrementar la sintesis de GSH (Ueda et al.

2009).

1.8 Antecedentes del efecto neuroprotector del LVT

El mecanismo de accién del LVT no se ha dilucidado totalmente, por lo que

acontinuacion se resumen algunos trabajos experimentales y clinicos del LVT que
demuestran su efecto neuroprotector.

e Marini y colaboradores en 2004 evaluaron el efecto neuroprotector del

LVT (50 mg/kg) en el dafio inducido por acido kainico (analogo de glu). El

tratamiento con el farmaco disminuyo6 la peroxidacion de lipidos; previno

la disminucién de GSH y disminuyo la expresién del RNAm para la IL-1.

e Gibbs y Cock en 2007 usaron ratas para estimularlas eléctricamente

durante 5-6 dias por 2 h. En el ultimo dia, 5 h después de la estimulacion,

administraron i.p. el LVT (1000 mg/kg). El farmaco no restaurd la

disfuncién mitocondrial asi como los niveles de GSH. Los autores

sugieren que a las 5 h la cascada bioquimica esta muy avanzada como

para ejercer el efecto protector.
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Abdel-Wahab y colaboradores en el 2015, realizaron un pre-tratamiento
combinado en ratas wistar con LVT (30 mg/kg) i.p y Omega 3 (200 mg/kg)
via oral, ante convulsiones inducidas en el hipocampo con el modelo de
kindled pentilentetrazol (PTZ). Las convulsiones se atenuaron, el
deterioro congnitivo disminuyd, asi como la recuperacion de GSH, GSH
peroxidasa y super oxido dismutasa (SOD).

Miyazaki y colaboradores en 2015, evaluaron el efecto neuroprotector del
LVT (500 uM) en cultivos de astrocitos y co-cultivos (neuronas-astrocitos)
del mesencéfalo y estriado de embriones de ratas Sprague-Dawley
durante 6, 15 y 24 h. Utilizaron 6-hidroxi dopamina (6-OHDA) como
modelo de Parkinson (10-150 uM) por 24 h. Ademas, administraron un
inhibidor de xCT y para la sintesis de GSH. El efecto neuroprotector del
LVT se atribuye al incremento del xCT y de GSH.

De Tommaso y colaboradores en 2005, reportaron que 15 pacientes con
la EH fueron tratados con 500 mg-1000 mg de LVT dos veces al dia como
terapia adicional durante seis meses; 7 pacientes fueron control sin el
tratamiento. EI LVT redujo los movimientos involuntarios y mejoré la
calidad de vida de los pacientes con EH sin presentar efectos adversos
severos.

Zesiewicz y colaboradores también en el 2005, reportaron que un
hombre con EH que fue tratado con LVT (250-750 mg/dia) para reducir la
corea, presentd movimientos parkinsonianos y letargia. El paciente habia

recibido mas tratamientos como haloperidol 10 afos antes, que le produjo
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somnolencia; rasperidol 5 afios atras y produjo letargo; olanzanpina
causo confusién y somnolencia, en esos cinco afios presenté depresion
y demencia moderada. Hasta el afio de estudio se mantenia medicado
con donepezil para la demencia, paroxetina y razodona para la depresion
y suefo, furosemida para la hipertensién, oxibutinina para incontinencia
urinaria y gabapentina para la enfermedad degenerativa de disco de la
espina dorsal. Con estos medicamentos no hubo antecedentes del
parkinsonismo. A las seis semanas del tratamiento con LVT redujo la
corea significativamente pero desarrollé6 parkinsonismo y letargia, los
cuales desaparecieron a los 7 dias de retirar el tratamiento y volvieron los
movimientos coreiformes. Los autores especulan que estos sintomas se
deben a la inhibicion de DA, pero que no existe evidencia para

sustentarlo.

Es evidente que se requiere de mas estudios que determinen el mecanismo

de accion del LVT y concretarlo.
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2. JUSTIFICACION

ElI LVT es un farmaco que reporta el menor porcentaje de efectos adversos y posee
un perfil farmacoldgico diferente. Por lo que al disminuir la actividad eléctrica
exacerbada, esta preservando la funcionalidad celular sin conocer de manera
concreta el porqué. Ya que es necesario esclarecer su mecanismo de accion y el
impacto en la epileptogénesis, en los ultimos anos el estudio relacionado a los FAEs
ha crecido de manera considerable con especial enfoque en el LVT y gracias a este
tipo de estudios se ha diversificado el conocimiento para sustentar su capacidad
como agente neuroprotector. En este trabajo de investigacion, se pretende evaluar
el efecto neuroprotector ante un ambiente excitotoxico con el fin de contribuir
informacion para esclarecer el mecanismo de accion de este FAE y potenciar su

accioén terapeutica para mejorar la calidad de vida de los pacientes.

3. HIPOTESIS

Si el LVT disminuye la actividad eléctrica exacerbada, se espera que en animales
administrados con QUIN el farmaco prevenga el dafo excitotoxico de la toxina en el

tejido estriatal.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto neuroprotector del LVT sobre diferentes marcadores de

neurotoxicidad inducida por la infusién intraestriatal de QUIN en ratas.

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar el déficit motor inducido por QUIN y el grado de recuperacion que
aporta el LVT.

e Estimar el efecto del QUIN y del LVT sobre el dafio morfolégico estriatal
mediante la técnica histolégica de Hematoxilina—Eosina (H-E).

e Evaluar el dafno oxidativo a lipidos y proteinas generado por QUIN y su
prevencion por LVT.

e Cuantificar la liberacidon de neurotransmisores que modula el LVT en

sinaptosomas estriatales.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material biolégico

Se utilizaron Rattus novergicus de la cepa Wistar, exclusivamente machos adultos
entre 250 — 300 g de peso. Los roedores se obtuvieron del bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez bajo la aprobacién
del comité de bioética de dicha institucidn. Se mantuvieron en cajas plasticas con
cama de aserrin estéril, agua y comida (LabDiet 5001) ad libitum. Se regulé el

periodo circadiano de 12 horas luz/oscuridad.

5.2 Reactivos

La neurotoxina utilizada para el modelo se preparé desde el inicio del proyecto. Se
realizd una solucion de QUIN (SIGMA) 60 nMol/uL en NaOH 0.1 N a pH 7.4, se
hicieron alicuotas, se guardaron a -20°C y se descongelé uno por ensayo. EI LVT
(AMSA) se preparo al inicio de cada pre—tratamiento; la solucién se hizo del
comprimido comercial en presentacion de 500 mg. La concentracion utilizada fue de
54 mg/kg en H,O destilada. Durante el uso, se guardaba a —4°C. Los demas

reactivos se prepararon atendiendo las necesidades de cada experimento.

5.3 Procedimiento experimental

Se establecieron cuatro grupos experimentales: sham, QUIN, LTV Y LVT+QUIN.
Cada uno con n=9. Se utilizaron mas animales a lo largo del proyecto, debido a la
dificultad de la cirugia y a la repeticion de ensayos. En la figura 12 se esquematiza

de manera general el procedimiento de este trabajo.
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*Sham: administracién i.p. de solucién
salinas 0.9%.+ administracion intraestriatal
(i.e.) de solucion salina 0.9%.

*QUIN: admistracioén i.p. de solucién salina

Pre‘tratamiento +i.e. de QUIN (60 nMoles/ul).
LVT 54 mg/kg o *LVT: administracién i.p. de LVT (54 mg/Kg)
solucién salina 0.9% + i.e. de solucion salina.

*LVT + QUIN: administracion i.p. de LVT
(54 mg/Kg) + i.e de QUIN (60 nMoles/pl).

Cirugia esterotaxica

+/- 0.5 mm AP a Bregma, +/- 2.6 mm LM
y-4.5 mm BD.

7 dias post-cirugia

Conducta motora a

Sacrificio de los animales campo abierto

24 h post-cirugia

Sacrificio de los animales

Homogenizado del 8 dias post-cirugia

Ensayo de liberacidn .. .
tejido estriatal

de neurotransmisores

Histologia con H-E

Lipoperoxidacion

POx

Figura 12: Esquema de la metodologia utilizada en este trabajo. Se conté con cuatro grupos
experimentales: sham, QUIN, LVT Y LVT+QUIN, cada uno con n=4. El pre-tratamiento se realizé
durante una semana con un horario estable de 9 — 10 am. Se realiz6 una administracion i.p. de
solucion salina 0.9% o LVT 54 mg/kg. En el ultimo dia de tratamiento, se realiz6é la cirugia
esterotaxica en ambos hemisferios. Al séptimo dia, se evalué la conducta motora al lote destinado a
la histologia. Los animales se sacrificaron por decapitacion a las 24 h y 8 dias posteriores a la cirugia
y el tejido se destind a realizar pruebas de estrés oxidante, el ensayo de liberacion de

neurotransmisores y la histologia.
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5.4 Pre — tratamiento

El pre-tratamiento se realizd6 diariamente durante una semana, en un horario
matutino de 9 — 10 am. La administracién i.p. de LVT 54 mg/kg (Ueda et al., 2009)
o solucidn salina 0.9%. La dosis administrada se obtuvo del peso diario de cada

animal y de la siguiente relacion:

0.3 kg = &2 m8) (1 ml) = ml de LVT

(1Kg) (mgde solucién LVT)

5.5 Cirugia estereotaxica

Se realiz6 una lesion bilateral intraestriatal en las coordenadas +/- 0.5 mm antero-
posterior (AP) a Bregma, +/- 2.6 mm lateral a la linea media (LM) y - 4.5 mm bajo la
dura madre (BD) (Paxinos y Watson, 1998).

Se anestesiéo a cada animal con pentobarbital sédico (0.2 ml/0.25 kg de
peso); se establecié un umbral nociceptivo es decir, se aplicod una fuerza minima en
una de las patas trasera para generar un movimiento e indicar que el animal percibe
dolor. Hasta la ausencia de respuesta del estimulo, el animal se coloco en el equipo.
Se realiz6 una incision antero—posterior en el craneo, se limpié el hueso con hisopos
estériles y H,O,; con ayuda de una jeringa Hamilton se ubic6 en Bregma para
ajustar las coordenadas; se marco el punto de interés y se realiz6 el trépano con
ayuda de un micromotor dental y una fresa de acero inoxidable previamente
esterilizado. La administracion fue de un L de QUIN en cada estriado, se esperd 3
minutos para difundir el volumen vy retirar la microjeringa. Se regreso la aguja a

Bregma para ubicar el segundo estriado y repetir el mismo procedimiento.
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Una vez retirada la aguja se desmonté al animal del equipo, se limpié la zona
de insicion con solucion salina y gentamicina 1:2 para evitar infecciones, se suturd
la incision, se colocé en una caja con aserrin limpio y una lampara de luz

incandescente al interior para generar calor y optimizar su recuperacion.

5.6 Conducta motora en campo abierto

La prueba conductual se realiz6 siete dias posteriores a la cirugia estereotaxica a
las 9 am. Cada animal fue aislado de cualquier factor externo que alterara su
comportamiento (oscuridad total y sin perturbaciones de sonido). El equipo consta
de una caja de acrilico oscuro con tapa, monitoreada por sensores que registran el
movimiento del animal con el software VersaMax. Antes de iniciar cada prueba, se
limpio el suelo de la caja con alcohol al 70% y se monitore6 el comportamiento en

un temporal de 15 minutos (5, 10 y 15 minutos).

5.7 Eutanasia
Los animales se sacrificaron por decapitacion de manera rapida y efectiva con

ayuda de una guillotina de uso veterinario para roedores.

5.8 Histologia con Hematoxilina-Eosina

Los animales destinados al lote histoldgico, se sacrificaron a la semana de la cirugia,
un dia posterior a la evaluacién de la conducta motora. Se anestesié a cada animal
con una dosis letal de pentobarbital sédico (50 unidades) independientemente del
peso. Se realizd una perfusién intracardiaca con p-formaldehido al 4% para fijar el

tejido. Se extrajo el encéfalo y se dejo en p-formaldehido tres dias mas para
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optimizar el proceso de fijacién. Posteriormente, el tejido se deshidraté en
soluciones a diferentes concentraciones: agua destilada, alcohol etilico del 60% al
100%, alcohol—xilol y xilol. Después se colocaron en un carril de parafina para
incluirlos.

Los cortes se realizaron en el microtomo a 5 um de grosor. Una vez obtenidos
los cortes en portaobjetos, se realizo la tincion con H-E. Se obtuvieron micrografias
de los cortes en el microscopio Nikon ECLIPSE E200 (DiaMedical USA, West
Bloomfield, MI) con el software Q-capture Pro 7. Los resultados se presentan como

el porcentaje de dano celular obtenido por campo.

5.9 Homogenizado de tejido estriatal

El lote de animales destinado para pruebas bioquimicas se sacrifico por
decapitacion 24 horas posteriores a la cirugia. Se extrajeron ambos estriados; el
estriado derecho se destind para pruebas bioquimicas y el estriado izquierdo para
el ensayo de liberacion en sinaptosomas (Posteriormente descrito). El primero se
homogenizé en 500 pl de buffer de lisis, se centrifugd a 12000 rpm durante 20
minutos a 4°C. Se desech¢ el pellet y el sobrenadante se dividié de la siguiente
manera: 250 ul (proteinas oxidadas), 50 ul (peroxidacién de lipidos) y el restante
para cuantificar proteinas por método de Lowry. Las alicuotas se guardaron a -20°C

hasta su uso.

5.10 Obtencidén de sinaptosomas estriatales
Como ya se menciono en el apartado anterior, el estriado izquierdo se destind para

el ensayo ex vivo de liberacion de neurotransmisores; asi que el tejido se proceso
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inmediatamente después de su extraccion. Se colocé en un tubo homogenizador en
hielo; se adicionaron 200 ul de buffer HEPES-sacarosa y se homogenizo al ejercer
presion manualmente de 10 a 12 veces; el volumen resultante se trasladé a un tubo
Eppendorf para centrifugar a 1000 g por 10 minutos a 4°C; se tomo el sobrenadante
y se centrifugd nuevamente a 17000 g por 10 minutos a 4°C, esta vez se recuperd
el pellet y se resuspendié en 200 ul de buffer HEPES vy se realizé el ensayo de

liberacion.

5.11 Ensayo de liberaciéon de neurotransmisores

Para validar este ensayo, se realizdé una prueba con estimulo de KCI como inductor
despolarizante para confirmar que se liberan neurotransmisores en los botones
sinapticos (sinaptosomas). Los sinaptosomas se incubaron durante 30 minutos a
37°C en agitacion para acondicionarlos; a cada grupo se administré KCI o buffer

hepes de acuerdo a la siguiente relacioén:

(25 mM)(vol. sinaptosomas pl)
1000 mM

VKC] 1M=

v, _ (25 mM)(vol. sinaptosomas pl)
buffer™ 1000 mM

Posteriormente, se centrifugaron a 17000 xg por 10 minutos a 4°C y se recupero el
sobrenadante, el cual se dividié en dos juegos cada uno para cuantificar niveles de
DA. Las muestras se pusieron en refrigeracion a -20°C hasta su analisis. Se
realizaron ensayos en paralelo como control, para validar el protocolo. Una vez

confirmado el ensayo, se dividieron en dos grupos para cuantificar Glu y DA.
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5.12 HPLC para DA

Las muestras se procesaron por analisis cromatografico de alta definicién (HPLC).
Se empled un cromatografo Perkin-Elmer LC-250 con un detector electroquimico
Metrohm. Los picos de sefial se integraron con una estaciéon de datos Perkin-Elmer
Sigma y se construyd una curva de calibracién para DA con metabisulfito perclorico.
Se utilizé una columna C18 Alltech 100 (100 x 3 mm) para el analisis cromatografico.
La concentraciéon de DA se obtuvo por interpolacion contra su correspondiente curva
estandar. Los resultados se presentan como la relacién de ug del neurotransmisor

entre los pL de proteina.

5.13 HPLC para Glu y GABA

Las muestras se desproteinizaron con acido perclorico, se neutralizaron con
carbonato de potasio, y se procesaron en una centrifuga a 10,000 rpm durante 10
minutos a 4 ° C. El sobrenadante se recogio y analizé por cromatografia liquida de
alto rendimiento. Las muestras se derivatizaron con oftalaldehido/mercaptoetanol y
se inyectaron en una columna OPA de Adsorbesfera HS (100 x 4,6 mm), una bomba
cuaternaria Alltech Associates (Serie 1100, Agilent Tecnologias). La fase movil
consistié en un acetato (AcO, 50 mmol/L, pH 5,9) con tetrahidrofurano y metanol
absoluto a un caudal de 1,5 ml/min. El programa de disolventes consistié en una
elucién isocratica (0-5 minutos) y una elucion lineal (5-27 minutos): tetrahidrofurano
1%,0-27 minutos; AcO 89%, 0-5 minutos, y 89% -77%, 5-27 minutos; Metanol
absoluto al 10%, 0-5 minutos y 10%-22%, 5-27 minutos. Las sefiales se registraron

a una excitacion de 232 nm y longitudes de onda de emisién de 455 nm. El analisis
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se realizé con el software ChemStation 10.02 (Agilent Tecnologias). Los datos se

graficaron de la relacién de ug del neurotransmisor entre los uL de proteina.

5.14 Peroxidacion lipidica

Para este ensayo se utilizaron los tubos de 50 ul que separamos del homogenado
estriatal. A cada muestra se afiadi® 100 pl de TBA (Acido Tiobarboturico); se
incubaron a 96°C durante 20 minutos (hasta el vire rosa), y posteriormente se

centrifugaron a 12000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Se leyo la

absorbancia a 532 nm en el lector de microplaca CytationR. Los resultados se

presentan como los nmol de aldehidos reactivos entre los mg de proteina.

5.15 Proteinas Oxidadas

Un dia antes de realizar el experimento, a cada muestra se adicionaron 50 pl de
sulfato de estreptomicina (10 mg/100 ml de H,O destilada), se agitaron y guardaron
a4°C. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos
a 4°C, se toméd el sobrenadante y se anadieron 300 ul de dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (0.05 g DNPH/ 25 ml HCI 2.5 N), se agitaron y mantuvieron en oscuridad
total durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 300
pl de &cido tricloroacético (TCA) al 20%, se agitaron y centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4°C y se recupero el pellet. A este se le adicionaron 300 pl de
TCA al 10%, se resuspendio, se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C y
se recuperdo nuevamente el pellet. Al pellet se realizé un lavado con alohol

isopropilico. A partir de este punto, el procedimiento se repitié un total de tres veces.
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Después se registré la densidad optica en el lector de placas CytationR a 280y 370
nm. Los resultados se representan como la relacion de nmol de DNPH entre los mg

de proteina.

5.16 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prims
6. Para determinar las diferencias entre grupos, primero se realizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de comparacion multiple de
Bonferroni o Tukey; y al ensayo control de liberacion de DA, se realizé una prueba
t de student. Se consideré como diferencia significativa a una p< 0.05; los datos se

graficaron con el error estandar para observar la distribucion muestral.
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6. RESULTADOS

6.1 El pre-tratamiento con LVT previno las alteraciones motoras causadas

por la administracion de QUIN

El equipo considera un temporal de tres tiempos: a los 5, 10 y 15 minutos. Se
muestran unicamente los datos obtenidos a los 10 minutos ya que a los 5 minutos
no hay diferencia significativa y a los 15 minutos se presentd un proceso de
habituacién. En la Figura 13 observamos que los animales tratados con QUIN
denotan una conducta hipocinética (30.675°12.28) si lo comparamos con el grupo
sham (111.4712.28), se reduijo la actividad motora casi un 70%. Por el contrario, los
animales tratados unicamente con el farmaco no tuvieron diferencia significativa en
la actividad comparado contra el grupo sham (137%11.58). Por Gltimo, los animales
con ambos tratamientos (QUIN+LVT) tuvieron una recuperacion estadisticamente
significativa de la actividad motora (98.08"11.58) con respecto a la hipoactividad

que provoco la toxina QUIN.

200+ Figura 13. El efecto del LVT en el
- tiempo en movimiento de los
-§ 1501 -T- animales sobre la administracion
g’ —_— w* i.e. de QUIN. Se realizé un anélisis de
ﬁ 100 varianza ANOVA de wuna via
-4 (F=26.46), seguida de un analisis
E, 504 * post-hoc de comparacion multiple de
- Bonferroni. Sham n=5, QUIN n=4;
0 T T T T LVT n=5y LVT+QUIN n=5.
6@?'@ 0\3\\; é« @)\é Diferencia significativa entre *QUIN
RS vs Sham y **LVT+QUIN vs QUIN.
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Esta prueba evalué el numero total de movimientos que el animal realizd
durante 10 minutos; se consideraron movimientos horizontales y verticales a lo largo

del dispositivo (Figura 14). El grupo con QUIN continua la tendencia de hipocinesia
(394.5) que se observo en el registro de actividad del tiempo en movimiento, al

disminuir con respecto al grupo sham (59'4.5). Los animales administrados

unicamente con LVT tuvieron una actividad similar al grupo sham sin presentar una
diferencia significativa (6174.5); mientras que los animales con el farmaco en
presencia de QUIN recuperaron la actividad motora que la toxina provocé (5774.5),

similar al grupo sham.

" 801 Figura 14. El efecto del LVT en el
-g ke numero de movimientos de los
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6.2 El tratamiento con LVT previene las alteraciones morfolégicas causadas
por la administracion de QUIN

La tinciéon con H-E y la gréafica representan el estado celular de los diferentes
tratamientos en el cuerpo estriado (Figura 15y 16). El grupo sham presenta el 26%
de poblacién celular con dano, un porcentaje que se considera como un estado
basal de muerte. Observamos que la toxina QUIN presenta el 99.09% de células
con dano en estado necroético por la marcada coloracion basdfila de los nucleos. El
grupo de tratamiento solamente con el farmaco, muestra un porcentaje de dafio del
32% con diferencia significativa con el porcentaje basal del grupo sham. Finalmente
en el ultimo grupo de pre-tratamiento del LVT con QUIN, observamos la tendencia
a disminuir el dafno celular con respecto al grupo de la toxina, lo que representa el

29% de células muertas sin diferencia estadistica al porcentaje del grupo sham.

o 150 Figura 15. El pre-tratamiento con
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8 una prueba de comparacion
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Figura 16. Cortes coronales del encéfalo de ratas en los distintos grupos de tratamiento,
tefiidos con H-E. A: Sham, B: QUIN (60 nmol); C: LVT (54 mg/kg) y D: LVT+QUIN. En la figura E
se muestra una ampliacién de la morfologia celular para considerar a una célula sin dafio (circulo
amarillo) de una célula necroética (circulo rojo) y el tridngulo de color verde sefiala un estriosoma,
caracteristico de la regién estriatal.

Células sin dano Células necréticas
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6.3 El estimulo despolarizante con KCI favorece la liberacion ex vivo de

nesurotransmisores en sinaptosomas estriatales

Este primer ensayo se realizé como control para validar los sinaptosomas estriatales
como modelo de liberacion de neurotransmisores. Como se muestra en la Figura
17, se analizaron dos grupos control: sham con buffer HEPES (0.025 ug/ul) y sham
con el estimulo de KCI (25mM) (0.06 ug/ul). Se observé que con el estimulo
despolarizante la concentracion de DA que se libera es mayor, lo que corrobord la
validez del ensayo para continuar con la cuantificacion como se muestran mas

adelante.
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Figura 17. La liberacion de DA en sinaptosmas estriatales se favorece con el estimulo
despolarizante. Ambos grupos cuentan con una n= 4. Se realiz6 el estadistico “t” de student.

** Diferencia significativa de sham con KCI respecto a sham sin estimulo de KCI.
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La Figura 18 representa los niveles de DA liberados en sinaptosomas de
animales administrados con solucién salina, LVT, QUIN o la combinacion. La grafica
no representa los resultados obtenidos del grupo con LVT ya que el bajo numero de
animales (2) no permitié realizar el analisis. El ensayo muestra que en presencia de
QUIN (60 nmol) se disminuye la liberacién de DA (0.013% 0.004) comparado con los
0.0257 0.004 del grupo sham. En presencia del LVT vy la toxina, la liberacion del

neurotransmisor se recupero significativamente a 0.025 * 0.004.
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Figura 18. El pre-tratamiento con el antiepilético previene la disminucién del aporte
dopaminérgico al tejido estriatal sinaptomosas. Sham n=4; QUIN y LVT+QUIN n=5. Se realiz6

ANOVA de una via (F=5.618) seguido de una prueba post-hoc de Tukey. *Diferencia significativa de

Sham vs QUIN; **Diferencia significativa de LVT+QUIN vs QUIN.
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En la Figura 19 se observa de manera considerable el incremento en la liberacién
del Glu en el grupo que recibié solamente la administracion i.e. de QUIN (767 6.6),
lo que representa una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
grupo sham (347 6.6). Sin embargo, cuando los animales recibieron Unicamente la
administracion del farmaco la liberacion de Glu disminuye significativamente con
respecto al grupo sham (776.6). La actividad del LVT se modifica cuando se
administra en presencia de la toxina al reducir la liberacién del aminoacido excitador

con diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo QUIN (167 6.6).
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Figura 19. EI LVT reduce la liberacion de Glu provocada por el QUIN. Todos los grupos cuentan
con n=4. Se realizé6 una ANOVA de una via (F=42.86), seguido de una prueba de comparacién
multiple de Bonferroni. *Diferencia significativa del grupo QUIN respecto al grupo sham y **Diferencia
significativa del grupo de LVT+QUIN respecto al grupo QUIN.
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La Figura 20 representa la liberacion del principal aminoacido inhibidor del
SNC. Se observa que el grupo con la toxina inhibe la liberacion (37) de GABA
significativamente respecto al grupo sham (154). En el grupo con LVT (125), los
niveles se mantienen cercanos al grupo sham ya que no hay un evento causal para
modificar su concentracion. Lo relevante en este ensayo, es que se observa que en
el grupo de LVT+QUIN el GABA incrementa su presencia en el espacio sinaptico

(208) para contrarrestar el aporte glutamatérgico que el QUIN provoco.
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Figura 20. Cuantificacion de la liberacion de GABA en sinaptosomas estriatales. Sham n=5, QUIN
n=4, LVT n=8 y LVT+QUIN n=9. Se realizé una ANOVA de una via (F=10.06), seguido de una prueba

de comparacién multiple de Bonferroni. **Diferencia significativa del grupo LVT+QUIN respecto al
grupo QUIN.
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6.4El pre-tratamiento con LVT reduce los marcadores de estrés oxidante
El malondialdehido (MDA) se produce en respuesta del dafio a lipidos por el estrés
oxidativo: a mayor concentracion de MDA en el tejido estriatal mayor dafio lipidico
se genera a causa del evento excitotoxico por parte del QUIN. En la Figura 21 el
grupo sham presento niveles de dafio a lipidos de (2.3 nmol); como es de esperarse,
la neurotoxina fue el grupo con un mayor dafo a lipidos con (3.1 nmol). El farmaco
como pretratamiento sin la presencia de la toxina, produjo (2 nmol), sin diferencia
estadistica comparado con el grupo sham. Cuando se administré LVT en presencia
de QUIN el valor de concentracion de MDA disminuyo a (1.9 nmol), lo que sugiere

un efecto protector del farmaco.
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Figura 21. Efecto del LVT en los niveles de peroxidacién lipidica en el estriado de animales
administrados con QUIN. Sham n=3, QUIN n=4, LVT n=4 y LVT+QUIN n=3. Se realiz6 una ANOVA

de unavia (F=16.62), con una prueba post-hoc Bonferroni. Diferencis significativa de *Sham vs QUIN

y **QUIN vs LVT+QUIN.
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Por su parte, los grupos carbonilo se generan por la protedlisis de radicales
eOH y para su deteccion se utiliza el DNPH como marcador de proteinas oxidadas.
En presencia de QUIN, la concentracion es significativamente mayor al del grupo
sham (4.3 vs 6.4 nMoles de DNPH/mg de proteina); los animales que se
administraron solamente con el LVT también presentan un dafio oxidativo (6.4
nMoles de DNPH), pero en presencia de ambos tratamientos (LVT+QUIN) el dafio

a proteinas se previene en valores de 4.5 nMoles de DNPH (Figura 22)
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Figura 22. Se observa el dafio oxidativo a proteinas. Cada grupo cuenta con una n= 4. Se realiz6

una ANOVA de una via (F=15.65), seguido de una prueba post-hoc de Tukey.

* Sham vs QUIN y ** QUIN vs LVT+QUIN.
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7 DISCUSION

Este trabajo se enfoco en evaluar el efecto neuroprotector que ejerce el LVT ante
un ambiente excitotéxico. La hipotesis sugiere que el LVT modularia la liberacién de
neurotransmisores para contrarrestar este efecto toxico del QUIN en el tejido
estriatal. Los resultados obtenidos sugieren que el LVT protege el tejido y la
funcionalidad celular del cuerpo estriado ya que modula la liberacion de diferentes
neurotransmisores: en el caso del Glu se inhibe la liberacion; para potenciar este
efecto de inhibicion excitatoria, el GABA incrementa su presencia y los niveles de
DA también incrementan para contrarrestar las alteraciones motoras que el QUIN
provoco.

La primera aproximacion por observar si el LVT podria ser un agente
neuroprotector, fue la histologia. Se observa que la excitotoxina produjo
alteraciones morfolégicas en la regién estriatal, como se reporta en Pérez-Severiano
et al., 2004. Ellos utilizaron una dosis elevada de QUIN de 240 nmol/ul, donde
observaron nucleos hipercromaticos y con deterioro del neuropilo. Nuestros datos
histolégicos demuestran que la morfologia celular presenta un estado de picnosis
sin alteraciones en el neuropilo. Esto se debe a que la dosis utilizada permite que la
baja concentracion de QUIN actue de manera focalizada sin dafar la
citoarquitectura. Por otro lado, en los animales con pre-tratamiento de LVT vy la
inyeccion intraestriatal de la toxina, se observa que el farmaco revierte el dafio
provocado por el QUIN, un estado tisular similar al grupo sham. Hasta ahora los
reportes que le atribuyen un efecto neuroprotector al LVT, no brindan algun tipo de

informacion tisular por lo que nuestros resultados representan informacion
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novedosa. Este primer acercamiento de neuroproteccion, dio hincapié para
continuar con la investigacion.

La actividad motora en campo abierto se empleé como parametro para
evaluar la capacidad motriz y el comportamiento explotarorio de los animales como
evidencia funcional del tejido estriatal en los diferentes grupos de tratamiento.
Nuestros resultados demuestran una induccion de actividad por parte del QUIN
sobre el movimiento, ya que produce alteraciones motoras de tipo hipocinético.
Algunos reportes en la literatura mencionan que la lesion bilateral con 300 nmoles
de QUIN induce alteraciones motoras de tipo hipercinético y cambios cognitivos
caracteristicos de la EH en una etapa temprana (Scattoni et al., 1994). Esta
aseveracion sugiere que el tejido aun preserva células funcionales las cuales
podrian tener la capacidad de comunicarse para concretar el movimiento. Sin
embargo, los resultados histologicos muestran: un escenario tisular estriatal donde
el 99.09% de la poblacién celular esta deteriorada y en un proceso de muerte, no
existen células capaces de realizar la comunicacion sinaptica adecuada para la
iniciaciéon y ejecucion del movimiento, por lo que genera un patron hipocinético.

De acuerdo a lo reportado por Zesiewicz et al. en 2005, un paciente que fue
medicado con LVT para tratar la corea de la EH presentdé movimientos
parkinsonianos a las seis semanas del tratamiento. Ellos argumentan que dicha
alteracion se produjo por la interaccién de farmacos entre el LVT y el donepezil, un
inhibidor reversible de la acetilcolinesterasa, y no por efecto del LVT. Los datos que
se obtuvieron de la conducta de animales que fueron administrados unicamente con
el farmaco, respaldan dicho argumento: el farmaco provoco ningun tipo de alteracion

conductual, sin representar una diferencia estadisticamente significativa con el
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grupo sham. Los animales con QUIN que recibieron el pre-tratamiento con LVT,

recuperaron la capacidad de movimiento similar al grupo sham.

En realcién al proceso de exocitosis, el LVT tiene un amplio efecto sobre
multiples sistemas de neurotransmision a nivel presinaptico, actia sobre la proteina
vesicular 2A y su accién se acentua de manera selectiva sobre la actividad neuronal
anormal (De Tommaso et al., 2005). Al considerar lo que De Tommaso habla, no
podriamos hacer una aseveracion especifica de su modulacion. Crevecoeur y
colaboradores en 2014, afirman que en el hipocampo de pacientes con epilepsia de
l6bulo temporal (TLE) presentaron una disminucion en la expresiéon de SV2A;
Estrada et al., 2016 mencionan que la reducida expresién de SV2A conlleva a una
mayor excitabilidad, por lo tanto a una susceptibilidad convulsiva. Estos articulos
aunados a los resultados obtenidos en este trabajo, nos abren la puerta para sugerir
que la SV2A modula la liberacion de GABA para que inhiba la excitacion y que a la
par, existe una modulacion negativa para no liberar Glu.

Se observa que en presencia del LVT la liberacion del GABA incrementa y el
glutamato disminuye. Tal parece que ante un escenario donde perdura la
excitabilidad provocada por el QUIN, la SV2A tiende a liberar el neurotransmisor
que mitigue este evento y a no promover la liberacion de uno que lo potencie. Pero
esta modulacion no es excluyente. Cuando hay muerte neuronal en el estriado,
provoca la pérdida de comunicacién con la sustancia negra y por lo tanto una
disminucién de DA proveniente de dicha regidn. Al restaurar la presencia de la DA
en el cuerpo estriado, se recupera la funcionalidad del sistema motor. Esto se debe

a que al ser el estriado y la sustancia negra dos componentes de los ganglios
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basales para realizar movimientos voluntarios, se recupero la integridad neuronal
para que la neurotransmision dopaminérgica ejerza su accion en el estriado y por lo

tanto, un control adecuado de la actividad motora.

Por su parte, los marcadores de estrés oxidante que presentamos en este
trabajo (peroxidacion lipidica y POx: carbonilacion de proteinas) demuestran que el
LVT previene el dafio oxidativo inducido por el QUIN, por lo que se sugiere un papel
antioxidante de manera directa o indirecta, por su capacidad de inhibir los
marcadores de dano oxidativo. El efecto neuroprotector ante la peroxidacién de
lipidos en la corteza y el diencéfalo fue reportado por Marini et al. en 2004, pero los
autores desconocian el posible mecanismo por el que se lleve a cabo. En este
trabajo se presenta evidencia novedosa de la modulacién que ejerce el LVT. Aunque
la literatura (Miyazaki et al. en 2015) sugiere que el perfil anti-oxidante del LVT se
debe al incremento en la expresion del transportador xCT y al incremento de los
niveles de GSH; ellos presentan un modelo parkinsoniano con 6-OHDA en cultivos
de astrocitos, y hablan acerca del GSH como un sistema enzimatico anti-oxidante
que depende del transportador, el cual va a proporcionar el sustrato (cistina) para la
sintesis de la enzima y asi mitigar el desequilibrio oxidante.

Esta sugerencia anti-oxidante del LVT, podemos observarla desde la
estructura quimica del farmaco (figura 14). La molécula tiene tres grupos que donan
electrones para los radicales libre y un grupo que le confieren la captacion de

electrones libres, por lo tanto la habilidad anti-oxidante.
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8. CONCLUSION

Los hallazgos de este trabajo sugieren que la administracion de LVT 54mg/kg como
pre-tratamiento aporta efectos benéficos al tejido estriatal como: a) neuroprotector,
ayuda a preservar el tejido estriatal del evento excitotoxico al que estuvo sometido;
b) como anti-oxidante al reducir el dano oxidativo a proteinas y lipidos y prevenir
la muerte neuronal; y c) como antidiscinético, ya que se observé una notable
recuperacion del movimiento de los animales ante una alteracion motora. Por lo que
este perfil neuroprotector no solo demuestra que podria evitar el deterioro
progresivo de la epilepsia, sino que también amplia su espectro de accién
terapéutico al minimiza el dano celular y preservar la funcionalidad tisular. Se
requiere un estudio mas detallado para concretar si los mecanismos descritos por
la literatura actuan de manera conjunta para hacer de este antiepiléptico un farmaco

con un amplio perfil terapéutico.

9. Perspectivas

o Determinar mediante un estudio de regulacion génica el grado de
expresion de la SV2A y del transportador xCT para concretar el
mecanismo neuroprotector del LVT.

o Cuantificar las ERO/ERN para demostrar la capacidad anti-oxidante del

LVT.
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