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RESUMEN

Se hareportado que los polifenoles, especificamente el RVTL, muestran una amplia gama
de efectos benéficos sobre la fisiopatologia de distintas alteraciones neuropatoldgicas. No
obstante, existe poca evidencia sobre el efecto de este antioxidante sobre la actividad
sinaptica y la plasticidad sinéptica en regiones como el estriado. Por esta razon el presente
estudio fue realizado con el objetivo de evaluar los efectos neuroprotectores del
resveratrol sobre la actividad sinaptica, asi como, su accién sobre la plasticidad sinaptica
en poblaciones de neuronas del nucleo estriado en un modelo de neurodegeneracion de la
enfermedad de Huntington inducido por 3-NP. Para ello se registr6 la actividad
electrofisiologica de poblaciones de neuronas estriatales obtenida de ratones (C57-BL6)
sanos y ratones tratados con la neurotoxina 3-NP. Los resultados muestran que tanto en
condiciones control (tejido sano) como en presencia del dafio inducido por 3-NP, la
administracion de RVTL resulta efectiva para modular la actividad sinaptica estriatal, en
particular, favorece el decremento de la respuesta glutamatérgica de poblaciones de
neuronas del estriado. Del mismo modo, se observo que la administracién de RVTL
seguida de la estimulacion de alta frecuencia (HFS), promueve el desarrollo de procesos
plasticos de larga duracion, como lo es la potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion
a largo plazo (LTD). De forma particular se rescata el papel de RVTL para incrementar
la LTD en experimentos realizados con tejido que mostraba sintomas de excitotoxicidad
producto de la administracion de 3-NP. Finalmente se concluye que tanto su efecto
modulatorio como por sus efectos sobre la plasticidad sinéptica, el RVTL muestra un
efecto restaurador en la actividad sinaptica de poblaciones neuronales que muestran
sintomas de neurodegeneracion. Se sugiere que el efecto de RVTL puede ser atribuido a
mecanismos ubicados en la postsinépsis, especificamente la activacion de receptores del
tipo NMDA.



INTRODUCCION
1. BASES BIOLOGICAS DEL COMPORTAMIENTO MOTOR

Las complejas relaciones que pueden establecerse entre con el medio se encuentran
estrechamente relacionadas con la funcionalidad del cerebro y cada una de las estructuras que
lo componen, la regulacion de acciones —voluntarias e involuntarias, la expresion y
reconocimiento de las emociones o el procesamiento de la informacion proveniente del mundo,
ahora se sabe, son el producto de un ir y venir de reacciones quimicas que tienen su base en la

fisiologia y anatomia del cerebro.

1.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso es un conjunto de estructuras bien organizadas, que puede ser clasificado
por sus caracteristicas a gran escala y microscépicas, asi como por su secuencia de desarrollo
(Rouviere y Delmas, 2005). Se entiende que el SN es el resultado de una compleja
organizacion de grupos celulares, los cuales llegan a un elevado nivel de especializacién y
asumen tareas especificas (Coman y McGaugh, 1980). Su disposicién estructural favorece el
desarrollo de sistemas funcionales encargados del procesamiento de la informacion, donde un
grupo de estructuras conforma redes de comunicacion encargadas de la asimilacion,
distribucion, almacenamiento y recuperacion de los estimulos percibidos del mundo exterior.
De acuerdo con Purves, et al. (2004) el sistema nervioso puede ser clasificado en los siguientes
subsistemas: sistemas sensitivos, sistemas motores y sistemas de asociacion. Los cuales
integran las distintas dimensiones de la conducta humana. Es preciso decir que tanto funciones
autdbnomas como voluntarias se encuentran asociadas con estructuras organizadas de forma
jerarquica, en las que la informacién es analizada y procesada en distintos niveles de
complejidad (Rosenzweig y Leiman, 1992). Es asi como el SN puede ser dividido en Sistema

Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP).

1.2 Sistema Nervioso Central (SNC)

El SNC esta conformado por el encéfalo y la médula espinal. Sus estructuras estan cubiertas
por hueso (el encéfalo por el craneo y la médula por las vértebras) y se caracterizan por abarcar
la mayoria de los somas neuronales y las células de la glia. Dentro de las principales funciones
de este sistema se encuentran la regulacion y control de procesos autdbnomos; por ejemplo,
respiracion, ritmo cardiaco o el movimiento intestinal. Asi como la planeacion y ejecucion de

actos voluntarios, como lo es el movimiento, el pensamiento complejo, el lenguaje, etc.



Procesos complejos como el aprendizaje, el pensamiento racional o el procesamiento
emocional estan asociados con la actividad de que tiene lugar en los sistemas del SNC. Por lo
que se destaca el papel del SNC como el controlador y supervisor de todos los aspectos de la
conducta, desde la actividad fisiologica inconsciente hasta la ejecucion de patrones de
comportamiento complejos. No obstante, este depende de la actividad del SNP; ambos

participan en la regulacién y control de comportamiento humano (Rouviere y Delmas, 2005).

1.3 Sistema Nervioso Periférico (SNP)

En paralelo, el SNP se encuentra conformado por las prolongaciones (axonicas y dendriticas)
del SNC en forma de grupos de fibras que se distribuyen en todo el cuerpo. Estas
prolongaciones se agrupan en nervios: 12 pares craneales y 24 pares vertebrales, que inervan a
cada uno de los 6rganos, musculos y articulaciones del cuerpo. Su funcion principal es el
reconocimiento y conduccion de estimulos motores, sensitivos y/o viscerales. EI SNP funciona
como una fuente registro de informacion, donde la informacion de entrada y de salida de cada
una de las partes del cuerpo, atraviesa la medula y es dirigida al encéfalo (Krebs, Weinberg y
Akesson, 2012). De este modo el SNP forma parte de un sistema de retroalimentacion, que no
solo inicia cadenas de respuesta, sino que, ademas, supervisa y rectifica la informacion. Al
igual que el SNC, el SNP cuenta con subdivisiones encargadas del monitoreo y ejecucion de
procesos especificos en el organismo. Por ejemplo, la primera division esta conformada por las
inervaciones motoras somaticas, las cuales parten de la médula espinal y llegan hasta el
musculo esquelético del cuerpo humano. En segundo lugar, se encuentran las inervaciones
motoras viscerales o0 autbnomas, las cuales llegan a los muasculos lisos, el musculo cardiaco y
las diversas glandulas del cuerpo, iniciando o inhibiendo procesos involuntarios como la
sudoracion, la produccion hormonal, la digestion, la respiracion no consciente, etc. (Purves, et
al., 2004).

Es necesario decir que tanto en el SNC como el SNP existen nucleos neuronales bien definidos
cuyo papel fundamental es la regulacién y monitoreo de funciones fisioldgicas y de la conducta
del organismo; estos mantienen comunicacion areas subcorticales (médula, bulbo, cerebelo,
etc.) asi como con areas especializadas de la corteza cerebral, participando de forma activa en
los procesos de inhibicidn y excitacion de distintas clases de respuesta, sirviendo también como
puntos de relevo en el procesamiento de la informacion (Krebs et al., 2012). Se debe decir que
estos nucleos se agrupan en conjuntos estructurales, donde la informacion de distintas vias

sensoriales es integrada y asociada con informacién previamente almacenada, en el caso del



acto motor se destaca el papel de los ganglios basales en la ejecucion e integracion de diversos
programas conductuales, incluidos: la produccion del movimiento, la articulacion del lenguaje,

la expresién emocional y otros procesos cognitivos (Bostan y Strick, 2010).

1.4 Neuroanatomia del comportamiento motor

El comportamiento motor es el medio por el la cual el ser humano pude relacionarse con el
medio ambiente; el movimiento de los musculos del cuerpo al desplazarse, el movimiento fino
de la mano, las expresiones faciales o incluso el lenguaje son funciones que forzosamente
requieren del control motor para ser realizadas. Pese a su complejidad, el acto motor depende
de cuatro sistemas: 1) el sistema conformado por motoneuronas inferiores, cuyas
prolongaciones axodnicas atraviesan a la medula y el tallo cerebral hasta llegar al musculo
esquelético, 2) el sistema conformado por las motoneuronas superiores, que tiene su origen en
los somas de la corteza cerebral y del tronco encefalico. Ambos integrando la via eferente del
comportamiento motor (Purves, et al., 2004). Asi como de los sistemas moduladores y
rectificadores del comportamiento motor, donde 3) el cerebelo, recibe la mayor parte de las
aferencias que se dirigen hacia la corteza y establece circuitos de forma indirecta con las
eferentes superiores de la médula y el puente cerebral; rectificando el movimiento planeado
con el ejecutado. Y finalmente, 4) el sistema conformado por los ganglios basales, consolida
la retroalimentacion inmediata del acto motor; recibiendo eferencias de la corteza, procesando
la informacion y renviandola de nuevo a la corteza (Krebs et al., 2012), regulando y dirigiendo

la respuesta motora (Ospina et al., 2017).

1.5 Ganglios Basales (GB)

Por su localizacion en el cerebro, la actividad de los GB se relaciona con la ejecucién de
distintos comportamientos: comandos motores, el procesamiento y asociacion de la
informacidn sensoriomotriz y la regulacion de procesos ejecutivos (Bolam et al., 2000). Esto
se debe a que por su fisiologia la actividad los GB se asocia con la de diferentes estructuras y
en el caso de la produccion del movimiento destaca su relacion con el cerebelo. Estudios
recientes sefialan los GB como el cerebelo comparten circuitos de comunicacion y en conjunto
median la expresion del comportamiento, el procesamiento emocional, el funcionamiento
cognitivo y distintas clases de aprendizaje (Bostan y Strick, 2018). Sin embargo, la
participacion de los GB se hace evidente en tareas en las que el organismo requiere de la
produccién motora; la cinética, el ritmo, la secuencia, la intensidad y la frecuencia del

movimiento son aspectos del movimiento coordinados por nucleos especificos de este conjunto



de estructuras (Herrero et al., 2002) que pese estar relacionados muestran tipos de actividad

bien diferenciados.

Figura 1. Componentes
estructurales de los Ganglios
basales Corona radiada

Se muestra un esquema de la
organizacion estructural de los ganglios
basales. Desde su posicion lateral es Nucleo caudado

posible observar a los cuatro nucleos .

principales: Nucleo caudado, Nucleo A3 “\ Nucleo accumbes
accumbens,  Putamen y  Nicleo >

subtalamico.

Modificado de: Krebs, Weinberg y

Akesson (2012).
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Putamen
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Conformados por el Estriado (Caudado y Putamen), el Globus Pallidus (segmento lateral
[GPI] y segmento medial [GPm]), el Nucleo Subtalamico [NST] y la Substancia Nigra (pars
reticulada [SNr] y pars compacta [SNc]). Estos nucleos, junto con el Cerebelo, el Talamo
superior y la Corteza frontal regulan la via piramidal primaria del movimiento (Alvarez et al.,
2001). Y, ademaés, consolidan el principal sitio de relevo en el procesamiento de la
informacidn, donde por la cantidad de aferencias glutamatérgicas de la corteza y el talamo, el
nucleo estriado juega un papel fundamental, tanto por su fisiologia como por su papel en los

procesos de excitacion e inhibicion del acto motor (Bostan y Strick, 2018).

De forma especifica el estriado forma parte de dos vias que se encargan del procesamiento de
la informacion en los GB (Figura 2): la via directa; la cual engloba al nucleo estriado, el globo
palido y la sustancia nigra reticulada, y la via indirecta; conformada por las conexiones que
establece el estriado con el globo pélido externo, el nucleo subtalamico, el globo palido interno
y el talamo (DeLong y Wichmann, 2007; Kandel et al., 2013). La activacion de estas vias se
traduce en efectos opuestos; por un lado la activacion de la via directa desinhibe la inhibicion
de las conexiones talamicas, favoreciendo la ejecucién del movimiento. Y en el extremo
opuesto, la activacion de la via indirecta se relaciona con la inhibicion de la actividad de globo
palido externo y del nucleo subtaldmico, inhibiendo la produccion del movimiento. En
conjunto, regulan la expresion motora y favorecen la ejecucion respuestas adaptativas
(Roseberry et al., 2016).



Via Indirecta Via Directa
Figura 2. Modelo de la via directa y la via
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Entre los circuitos regulados por los GB se cuentan: el Circuito motor; que programa, iniciay
ejecuta el movimiento. El Circuito oculomotor; que dirige y regula los movimientos de los
ojos. El Circuito prefrontal dorsolateral; involucrado con los procesos cognitivos (memoria
espacial). El Circuito orbitofrontal lateral; caracterizado por participar en los procesos de
adaptacion conductual, y el Circuito limbico: el cual asocia el movimiento con la motivacién
y la emocién (Purves et al., 2004; Ospina et al., 2017). El estudio de estos circuitos resulta
crucial para comprender la neurodegeneracion ocasionada por enfermedades como el
Parkinson, la enfermedad de Huntington o el Alzheimer, donde la afectacion anatomica y
fisiolégica de los componentes estructurales de los GB, conduce de forma progresiva a la
manifestacion de cuadros clinicos caracterizados por disfuncionalidad motora, un acelerado
deterioro cognitivo (Hanssen et al., 2019), e incluso, el desarrollo de desérdenes emocionales

y/o psiquitricos (Andres y Darbin, 2018).



1.6 Nucleo estriado

Como se ha mencionado con anterioridad, el nucleo estriado es la principal via de entrada y
salida de informacion de los ganglios basales. Esta estructura estd compuesta por el caudado y
el putamen, y es entendida como la zona en las que se concentran la mayor parte de aferencias

corticales y subcorticales del encéfalo (Roseberry et al., 2016).

Cerca del 95% de las neuronas que componen al estriado son neuronas espinosas medianas
(MSNSs por sus siglas en inglés) y dentro de sus funciones principales destaca el mantenimiento
de la actividad basal de los ganglios basales en la ejecucion y control del movimiento. De
naturaleza GABAérgica, las MSNs Unicamente son activadas por excitaciones (eferencias
glutamatérgicas) provenientes de la corteza motora y otras regiones del cerebro, por lo que
actian como un punto de relevo de la informacion proveniente de diversos circuitos neuronales.
Esta propiedad permite que el estriado sea considerado uno de los principales nucleos
inhibitorios del SNC; donde las MSNs fungen como neuronas de proyeccion, siendo la
principal via de salida de la informacion del estriado y los GB. Una caracteristica particular de
estas neuronas es que se agrupan en arboles dendriticos que reciben la informacion proveniente
de los axones de estructuras corticales, talamicas y del tronco encefalico, relacionandose con
la actividad de la via directa e indirecta del circuito cortico-estriatal (Bolam, et al. 2000; Bostan
y Strick, 2018).

En este aspecto destaca el papel del estriado dorsal en la produccion del movimiento; en esta
area tiene origen la activacion organizada y simultanea de las vias directa e indirecta de los
ganglios basales, favoreciendo la ejecucion del movimiento coordinado. Esta dinamica
requiere de un equilibrio entre los periodos de actividad e inactividad de las redes neuronales
que conforman a la via cortico-estriatal. De lo contrario, la desorganizacion del circuito
inevitablemente se traducira en un pobre control del acto motor (Miranda, 2015). En el caso
particular de las enfermedades neurodegenerativas, es posible observar que distintas estructuras
de los GB muestran severas alteraciones anatomicas y fisiologicas. De forma particular se ha
mencionado como el dafio en las neuronas de proyeccién del estriado (MSNs) altera la
actividad basal de esta zona interfiriendo con los circuitos de inhibicion del movimiento
involuntario, lo que se traduce en una planificacion y ejecucién anormal del movimiento
(Hanssen et al., 2019).



1.7 Comunicacion neuronal y transmision sinaptica

Cabe sefialar que cada estructura del cerebro es producto de un proceso de organizacion el cual
tiene su origen en la secuencia de desarrollo y maduracion de cada organismo. La consecuencia
directa de esta organizacion estructural es la conformacién de complejos circuitos de
comunicacion; los cuales al mismo tiempo tienen su base en la transmision y comunicacion
sinaptica. Las neuronas y las células de la glia son las encargadas de desempefiar dicha tarea y
con ello consolidar las bases del comportamiento; en el primer caso, las neuronas son la unidad
bésica funcional del procesamiento de la informacién por lo que asumen la direccion de los
mecanismos fisiologicos que dan paso a la conducta y la cognicion. Mientras que las células
gliales son las responsables del soporte energético de las neuronas y en casos especificos

facilitan la conduccion de estimulos ante una lesion (Moreno y Moreno, 2005).

Es necesario precisar que la comunicacion neuronal tiene su base en la sinapsis. Entendida
como el sitio de intercambio de informacion entre dos o mas neuronas, la sinapsis es un
intercambio electroquimico donde el neurotransmisor de una neurona presinaptica es liberado
y procesado de manera secuencial en la termina postsinaptica. Este intercambio favorece un
intercambio de iones (Ca*?) a través de la apertura o cierre de canales dependientes del voltaje
ubicados en la membrana de la neurona (Haines y Terrell, 2018), que genera en consecuencia

la polarizacion y despolarizacion de la membrana celular en un corto periodo de tiempo.

La activacion simultanea de multiples sinapsis se traduce en la inhibicién o excitacién de
respuestas especificas, propiedad que capacita al SN para procesar grandes conjuntos de
informacion y generar respuestas complejas en cortos periodos (Moreno y Moreno, 2005;
Mihailoff y Haines, 2018). Por ltimo, cabe sefialar que la sinapsis depende de tres condiciones
generales: 1) las propiedades de membrana de la célula (por ejemplo, permeabilidad, polaridad,
umbral de respuesta, porosidad, etc.), 2) la relacion del gradiente electroquimico en los espacios
intra y extracelulares (niveles de Ca, K, Cl, MG, etc.) y 3) la modulacién de los canales
presentes en la membrana celular. De esta manera la informacion es seleccionada y en funcion
de la intensidad del estimulo y la complejidad de las moléculas presentes en el espacio sinaptico

el estimulo nervioso puede ser amplificado o inhibido (Dwyer, 2018).



2. PLASTICIDAD CEREBRAL

2.1 Aspectos generales de la plasticidad cerebral

Definida como la capacidad del cerebro para adaptarse a los cambios; la plasticidad cerebral es
el producto de la interaccion del individuo con el medio ambiente. Cambios fisioldgicos y/o
estructurales en las vias de comunicacion neuronal que subyacen al comportamiento,
caracterizan a la plasticidad neuronal como un fenémeno que le permite al cerebro una
reorganizacion funcional de la conectividad celular. Y que, en consecuencia, favorece la
supervivencia y adaptacion de un organismo (Machado, et al., 2008). En este proceso, el
cerebro establece las bases de los circuitos de comunicacion que, sumados a la experiencia,
dirigirdn y modularan el comportamiento en diversas etapas del desarrollo (Rebolledo, 2003).
Siendo el precedente de procesos como el aprendizaje y la memoria; en los cuales los cambios
funcionales y estructurales del sistema nervioso prevalecen a lo largo de la vida de un

organismo e impactan su desarrollo biolégico y psicolégico (Morgado, 2005).

Como se ha mencionado, la plasticidad cerebral forma parte del sustrato del cambio conductual;
la sensibilizacion y la habituacién son ejemplos claros de formas de respuesta que pueden ser
entrenadas y/o aprendidas con la estimulacion repetida, en ambos casos formas de aprendizaje
esenciales para la supervivencia de cada organismo. Sin embargo, aunque la plasticidad
cerebral tiene origen con el neurodesarrollo, esta puede ocurrir en cerebros maduros en distintas
etapas de la vida y se establece en funcion de necesidades adaptativas, o bien, cuando una o
varias estructuras sufren alguna lesion. En ambos casos tiene lugar una serie de modificaciones
anatomicas y/o fisioldgicas que prevalecen a corto y largo plazo, donde es posible observar
cambios extensos en las vias transmision sinaptica pero una pobre capacidad de regeneracion
neuronal, tanto en encéfalo como en la medula espinal (Purves et al., 2004). En adicion a esto,
aunque la plasticidad neuronal ocurre bajo condiciones muy especificas, se han descrito una
serie de mecanismos que subyacen a las modificaciones estructurales y funcionales que pueden
ser observadas en los circuitos de comunicacion neuronal. Entre los mecanismos mejor
conocidos se encuentran: ramificacion o sinaptogénesis reactiva, supersensibilidad sinaptica,
neurotransmision por difusion no sinaptica, accion de factores troficos, regeneracion de

fibras, accion de neurotransmisores y la potenciacion a largo plazo (Aguilar, 2003).

Es necesario sefialar que la plasticidad neuronal puede ser clasificada en funcion de los cambios
observados en la comunicacién sinaptica; en parte son consideradas las modificaciones

anatomicas observadas en una estructura determinada o un grupo de neuronas. Por otro lado,



se analizan los cambios registrados en la respuesta electrofisioldgica de un grupo determinado
de neuronas. Esto hace posible clasificar a los procesos plasticos en dos grupos: 1) la plasticidad
estructural, que se traduce en el cambio anatdmico de terminaciones dendriticas y/o las
prolongaciones axonicas de una estructura en particular. Por ejemplo, adaptaciones de la
citoarquitectura de distintas clases de neuronas en zonas como el hipocampo (Carasatorre et
al., 2016) y el cerebelo (Gonzalez et al., 2017) producto del entrenamiento conductual. Y 2) la
plasticidad sindptica, que es entendida como una serie de cambios en la fisiologia de grupos de
neuronas, provocado por la accion farmacologica o la experiencia, en el que aspectos como la
dinamica de liberacion y procesamiento de moléculas de neurotransmisor (Garcés y Suarez,
2014), la apertura o cierre de canales idnicos (Neher y Brose, 2018) o la expresion de canales
de membrana (Nanou y Catterall, 2018), puede ser observado al analizar una via de

comunicacion neuronal.

En el caso del acto motor, se sabe que es gracias a la interaccion entre estas dos clases de
plasticidad que los circuitos del movimiento, por medio de la expresion genética de diversas
proteinas, permiten modular el almacenamiento y la integracion de informacion referente al

aprendizaje de patrones motores, la ejecucién del movimiento y su regulacién (Chéron, 2018).

2.2 Bases fisioldgicas de la plasticidad sinptica

La plasticidad sinéptica tiene su base en el principio de reforzamiento de Hebb; en el cual se
establece que, la conexidn entre dos neuronas (presinaptica y postsinaptica) se vera reforzada,
si y solo si, estas interacttan en un mismo periodo de tiempo en un ndmero repetido de veces,
y ademas de ello, son sometidas a condiciones de estimulacion constantes (Roig et al., 2013).
En este proceso, los neurotransmisores, a través del acoplamiento selectivo con receptores
especificos, facilitan la extincion o el reforzamiento de respuestas de todo tipo. Por ejemplo,
en el caso de la conducta motora, los circuitos conformados por la acetilcolina (Ach), que actla
sobre receptores muscarinicos (M1-4) y receptores acoplados a la proteina G (GPCRs) en el
hipocampo. Asi como, por la dopamina (DA) que actla sobre los GPCRs (familias D1 y D2)
en las proyecciones del estriado al area ventral tegmental, resultan de vital importancia para el
aprendizaje motor y el desarrollo de distintos tipos de plasticidad sinaptica (Palacios y Mellor,
2019).

No obstante, més alla de la regulacion que los neurotransmisores ejercen sobre la actividad
sinaptica, se destaca el papel que juegan los receptores ubicados en la membrana celular sobre

el mantenimiento y desarrollo de los procesos de plasticidad a corto y largo plazo. Cambios en



la probabilidad de liberacion del neurotransmisor, la expresion/internalizacion de canales
dependientes de voltaje y cambios en la conductancia de la membrana provocados por la
fosforilacion/de-fosfoliracion de receptores (Huganir y Nicoll, 2013; Diering y Huganir, 2018),
son parte de efectos fisioldgicos que pueden ser observados en procesos de plasticidad
sinaptica, en los que destaca el papel de los receptores NMDA y AMPA en el desarrollo de
procesos adaptativos como la expresion de dendritas, modificaciones axonales o la

neurogenesis que se conservan por largos periodos de tiempo (Nishiyama, 2019).

Sistemas de neurotransmision como el sistema glutamatérgico (Glu) que actia sobre
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y el sistema GABAérgico (GABA), se relacionan
de forma directa con el nivel de excitabilidad de la corteza cerebral y regiones subcorticales.
En presencia de neuromoduladores, estos sistemas dirigen la formulacion de programas
motores y regulan su ejecucion (Hernandez-Muela et al., 2004). La actividad -normal o
patoldgica- de estos circuitos es la responsable de aspectos como: el mantenimiento de la
comunicacion sinaptica, el desarrollo de distintos tipos de aprendizaje y memoria (Cordoba et
al., 2010), la ejecucion de programas motores, cognitivos y emocionales con la activacion del
circuito de motivacion- recompensa (Todorova y Blokland, 2017), el desarrollo de desérdenes
neuroldgicos o psiquiatricos (Karpova, 2014), asi como con la génesis, diferenciacion y

regeneracion de conexiones neuronales en diversas areas del cerebro (Panjay Bramham, 2014).

Los receptores NMDA y los AMPA destacan por su papel en los procesos de plasticidad a
largo plazo (Chéron, 2018; Huganir y Nicoll, 2013; Nishiyama, 2019; Prius, 2019). En los que
modificaciones postraduccionales de la maquinaria neuronal, conforman el sustrato fisioldgico
de procesos como el aprendizaje y la memoria. La estimulacion repetida a alta frecuencia de
terminales presinapticas y postsinapticas, fortalecen circuitos de comunicacion neuronal, la
potenciacion o el decremento mantenido de la trasmision sinaptica depende directamente de
factores como el historial de actividad neuronal y los mecanismos postraduccionales

intracelulares que median la expresion de proteinas de membrana (Purves et al., 2004).

2.3 Potenciacion a largo plazo (LTP) y Depresion a largo plazo (LTD)
Por su relevancia en el mantenimiento de la conducta los procesos de plasticidad a largo plazo

requieren de especial atencion, por lo que es necesario definirlos y caracterizarlos.
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Potenciacion a largo plazo (LTP)

Caracterizada en la década de los 60 por los trabajos de T. Bliss y T. Lomo, la potenciacion a
largo plazo (LTP por sus siglas en inglés long term potentiation) es entendida como el aumento
progresivo y mantenido de la trasmision sindptica de un grupo de neuronas producto de
estimulacion constante a alta frecuencia (HFS por sus siglas en inglés high frequency
stimulation). Regiones hipocampales CA1 y CA3, muestran una actividad muy particular
cuando se producen distintas clases de memoria; en estos procesos se registra un incremento
de la sefializacion neuronal que puede durar dias 0 semanas. Y es atribuido a la sumatoria de
potenciales postsinapticos excitadores (PPSE) de células postsinépticas, que ocurre tras la
administracion de estimulos breves y de alta frecuencia en estructuras como el hipocampo, el
cerebelo, la amigdala y la corteza cerebral (Purves et al., 2004). Este mecanismo depende de
condiciones como: el estado de actividad basal de la membrana celular, la convergencia
temporal de la actividad de células presinapticas y postsinapticas, y la selectividad de las

aferencias nerviosas en un grupo de neuronas (Hsieh et al., 2019).

En cuanto a su fisiologia, recientemente se sabe que la LTP es producto de la interaccion que
existe entre el Ca*2 y los receptores a glutamato NMDAR y AMPAR/kainato ubicados en la
postsinapsis. Se debe mencionar que ambos receptores a glutamato son sensibles a la
concentracion de Ca*? intracelular y extra celular, pero solo los receptores NMDA dependen
del voltaje, por lo que de su actividad depende el desarrollo de los procesos de plasticidad; en
condiciones de reposo, la actividad de la membrana postsinaptica es regulada por el ion Mg*?
que se encuentra unido al receptor NMDA lo cual impide la entrada del Ca*? extracelular
liberado en la presinapsis e inhibe la conduccién del impulso nervioso. Sin embargo, cuando
se aplica voltaje, el receptor NMDA ubicado en la postsinapsis libera el ion Mg*? favoreciendo
la entrada masiva de Ca*? liberado en la presinapsis al espacio intracelular de la célula
postsinaptica, favoreciendo la despolarizacién de la membrana y permitiendo la conduccion
del impulso nervioso. Este incremento en la concentracion de Ca*?en las terminales dendriticas
de las células postsinapticas induce a la activacion de las vias calmodulina cinasa (CaMKII) y
proteina cinasa C (PKC) que, con el acoplamiento de glutamato a los NMDA, genera la LTP.
Se debe sefialar que una vez inducida la LTP, el aumento en la expresion de CaMKIl y PKC
induce la expresion de los receptores AMPA en la postsinépsis, lo cual incrementa la
sensibilidad a glutamato y mantiene a la LTP inducida (Purves et al., 2004; Warburton et al.,
2013; Bronfman et al., 2014; Deinhardt y Chao, 2014; Mitre et al., 2017).
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Depresion a largo plazo (LTD)

Ahora bien, otro mecanismo que complementa la activacion selectiva de procesos de
plasticidad sinaptica es la depresion a largo plazo (LTD por sus siglas en ingles long term
depression). Si bien la LTP se caracteriza por el incremento mantenido de la transmision
sinaptica, la LTD se caracteriza por el decremento sostenido de la actividad sinaptica en grupos
neuronales producto de la estimulacion de baja frecuencia (LFS por sus siglas en inglés low
frequency stimulation). La estimulacion breve durante periodos prologados de tiempo en
neuronas activas, genera cambios en la actividad de circuitos neuronales que al sincronizarse
reducen la actividad de los PPSE por varias horas. De hecho, el efecto de la LTD puede
contrarrestar o revertir la sobre activacion de los PPSE que caracterizan ala LTP (Purves et al.,
2004).

En cuanto a los mecanismos pre y postsinapticos que posibilitan el desarrollo de la LTD, se
debe sefialar que el decremento en la transmision sinaptica es mediado por la activacion de los
receptores a glutamato NMDA y AMPA/kainato. Al igual que con la LTP, la relacion que
existe entre los niveles de Ca* intracelular y extracelular, asi como la actividad basal de los
NMDA en la membrana posinaptica, forman parte del mecanismo celular que dapasoala LTD.
No obstante, el responsable del desarrollo de la LTD o la LTP es el Ca*?, especificamente, la
cantidad de Ca*2 que entra a la postsinapsis: con la aplicacion de HFS se promueve la entrada
masiva de Ca*? lo que conduce al incremento de la actividad sinaptica y con ello el desarrollo
de LTD. Sin embargo, la LFS provoca pequefios incrementos en la concentracion de Ca*?, que
al ser graduales provocan el decremento de la actividad sinaptica generando la LTD. De hecho,
los incrementos leves de Ca* en la postsinapsis provocados por la estimulacion breve y
prolongada se traducen en la expresion de fosfatasas dependientes de calcio como, la PP2B
(Miranda, 2015), las cuales inhiben la expresion de la CaMKII e inducen la endocitosis de los
AMPAR, disminuyendo la excitabilidad de las neuronas postsinapticas y a largo plazo
disminuyendo la actividad sinaptica (Purves et al., 2004; Nicholson y Kullmann, 2014; Dupuis
et al., 2014; Sibarov y Antonov, 2018).

Finalmente, respecto a ambos procesos se debe decir que el desarrollo tanto de LTP como de
LTD, requiere de la sincronizacién de diversos factores, que pueden ser resumidos en: el estado
de actividad de la membran postsinaptica, la concentracion y el tipo de incremento de calcio
en la postsinapsis, y participacion de circuitos intracelulares conformados por cadenas de

segundos mensajeros como los con la CaMKII, la fosforilacion de PKC y la expresion de
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fosfatasas (Citri y Malenka, 2008). En adicion a esto, se debe mencionar que ambos tipos de
plasticidad, al ser complementarias, varian en funcion de la estructura encefalica e incluso
pueden presentarse de forma secuencial en funcion del desarrollo. Por ejemplo, en estructuras
como el hipocampo es posible observar una LTD temprano en el desarrollo, no obstante, en
etapas posteriores este tipo de plasticidad da paso a una LTP, lo que indica que ambos procesos
tienen lugar en funcion de las necesidades adaptativas del cerebro y de la secuencia de
maduracion fisioldgica de cada estructura del cerebro (Prius, 2019). Por lo que debe dejarse en
claro que, aunque la base fisioldgica para ambos procesos plasticos resulta ser la misma, en
cada estructura la potenciacion o la depresion de la sefial sinaptica posee funciones bien

diferenciadas.

2.4 Plasticidad sinaptica en el nucleo estriado

Como se ha mencionado en apartados anteriores, el nucleo estriado es considerado como el
principal sitio de relevo de la informacion proveniente de la corteza cerebral. Por lo que su
actividad suele estar asociada con la regulacion e inhibicién de la conducta voluntaria,
explicitamente el acto motor (Purves et al., 2004). En lo que concierne a su fisiologia se ha
mencionado que el ndcleo estriado expresa distintos tipos de plasticidad. Sin embargo, al
tratarse de un ndcleo conformado aproximadamente por un 95% de neuronas espinosas
medianas (MSNs) de naturaleza GABAérgica y susceptibles a la regulacién dopaminérgica, en
condiciones control ante la administracion de LFS y HFS, la LTD es el tipo de plasticidad méas
comun en este nucleo regulador. Es a través de la modulacion ejercida por los receptores a
dopamina D1 y D2, que esta estructura posee la capacidad de inhibir las sinapsis
glutamatérgicas que son activadas cuando el aprendizaje motor tiene lugar, y en su lugar,
participar en el silenciamiento selectivo de diferentes corrientes excitatorias (Calebresi et al.,
1992%: Calebresi et al., 19922). En este punto es necesario mencionar que la plasticidad en el
estriado, al igual que en otras areas del cerebro, depende de factores como la concentracion de
iones, los receptores de membrana y la relacién entre mecanismos presinapticos o
postsinapticos, de forma particular destaca el papel que receptores como los NMDA ejercen
sobre la entrada y salida de Ca*?en la postsinapsis. Sin embargo, debe afiadirse también que
en el caso especifico de la LTD estriatal, se ha reportado que existen otros receptores y sistemas
de neurotransmision asociados al mantenimiento de la LTD. Entre ellos canales dependientes
de voltaje de tipo L que permiten la entrada de Ca*? en la postsinapsis facilitando la expresion

de endocannabinoides. La expresion de endocannabinoides regula de forma retrograda la
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liberacion de neurotransmisor en la presinapsis, que en consecuencia induce al decremento de

Ca*?en la postsinapsis manteniendo el decremento de la respuesta sinaptica (Miranda, 2015).

En cuanto a la LTP en el estriado, se sabe que esta ocurre cuando la HFS coincide con la
despolarizacion de la membrana postsinaptica; la entrada masiva de Ca*? en la postsinapsis -
como se ha explicado- promueve la activacion de receptores del tipo NMDA, que, en
consecuencia, aumentan la excitabilidad de la membrana postsindptica y favorecen la
transmision sinaptica. En este proceso, se ha descrito que el aumento de AMPc promueve la
expresion de PKA, via de sefializacion relacionada con la forfoliracion de receptores como los
NMDA, que al activarse facilitan la entrada de calcio extracelular en la postsinapsis. No
obstante, se ha mencionado que, aunque la LTP en la via cortico-estriatal podria ser importante
para el desarrollo motor, a diferencia de la LTD, este tipo de plasticidad en el estriado resulta
anormal, ya que ocurre con mayor frecuencia en casos en los que existen alteraciones
metabdlicas y fallas en la comunicacion neuronal (Calabresi et al., 1992%; Charpier y Deniau,
1997; Calabresi et al., 1997). Esto indica que, aunque ambos tipos de plasticidad son posibles
en la fisiologia del estriado, la LTP en particular es un sintoma de la desorganizacion sinaptica,

y esta implicada en el desarrollo de distintas neuropatologias.
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3. EFECTOS DEL RESVERATROL (RVTL) EN LA ACTIVIDAD
SINAPTICA

3.1 Antioxidantes y polifenoles: el resveratrol (RVTL)

Si bien los factores troficos (neurotrofinas) son esenciales para la regulacion y diferenciacion
de los procesos de comunicacion neuronal, trabajos recientes sefialan que existen moléculas de
origen natural que muestran una amplia gama de aplicaciones en el tratamiento de distintas
patologias. En particular, se ha destacado el papel de los antioxidantes en la proteccion del
organismo ante la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS). Por ejemplo, sabe que
el estado de homeostasis celular depende de un delicado equilibrio entre los sistemas
produccidn energética y los mecanismos de proteccion antioxidante. Y aunque la produccion
de radicales libres (EROS) es un efecto natural del desarrollo y la vida del organismo, el estrés
oxidante resulta ser una amenaza para la estructura y el correcto funcionamiento celular, siendo
el responsable de la pérdida del equilibrio homeostatico (Coronado et al., 2015). Caracterizado
por la sobre produccion de radicales libres, el estrés oxidativo puede ser entendido como una
reaccion en cadena; en esta el radical libre -que en realidad es un elemento altamente reactivo-
roba un electrén de una molécula estable, la cual al perder el equilibrio de cargas se convierte
en un nuevo radical libre el cual tendera a repetir la accion. Es asi como esta reaccion en cadena
genera una desorganizacion anatomica y fisioldgica, que tiene origen en el dafio molecular y

avanza hasta provocar fallas generalizadas en tejidos y érganos (Avello y Suwalsky, 2006).

Originado por varios factores, el estrés oxidativo conduce a una degradacion proteica crénica,
favoreciendo el desarrollo de diversas patologias como lo son la enfermedad de Alzheimer, el
Parkinson, la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), demencia vascular, enfermedad de
Huntington, etc. Sin embargo, en todos los casos se ha observado que en distintos modelos que
inducen la patologia, antioxidantes fendlicos resultan altamente efectivos para frenar el dafio
provocado por el estrés oxidante, asi como para prevenir el desarrollo de las alteraciones
moleculares propias de la neurodegeneracion (Hajieva, 2017; Dal-Pan et al., 2017; Harkous,
2019).

Ahora bien, dentro de los polifenoles mas explorados en cuanto a sus efectos benéficos para el
organismo se encuentra el resveratrol (RVTL); las propiedades de esta molécula pueden ser
observados en varios sistemas del organismo, mostrando un efecto protector y antioxidante en

casos de enfermedades cardiovasculares (ECV) (Vinet et al., 2015; Higueruela, 2016),
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intoxicacion por metales pesados (Méndez et al., 2020), el tratamiento de trastornos
metabolicos y el sobrepeso (de Paula et al., 2018), cancer , especificamente por su efecto sobre
el crecimiento tumoral (Sancho y Mach, 2015; Fan et al., 2018), diabetes (Tian et al., 2016),
deficiencias cognitivas y conductuales (Gocmez et al., 2016), asi como enfermedades
neurodegenerativas (Pallas et al., 2009; Pallas et al., 2013; Kathick et al., 2016). Por esta razon
se considera que el RVTL puede ser tonado en cuenta como un tratamiento viable para varias
de estas enfermedades, pero de forma particular para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, no solo por su potencial activo sino porque -a diferencia de otros
tratamientos- puede ser introducido en la alimentacion cotidiana; ya que se encuentra presente
en alimentos como el vino, uvas, moras y varios tipos de nueces (Mohan, et al., 2018; Abreu
et al., 2018; Ramirez et al., 2018; Navarro et al., 2018).

Especialmente se ha reportado este antioxidante

participa en los procesos de recuperacion y

proteccién de la actividad neuronal; al poseer la OH
capacidad de  atravesar la  barrera ‘
hematoencefélica (Floyd, 1999), el RVTL HO Py

empleado como pretratamiento o tratamiento

en modelos de neurodegeneracion posee la

capacidad de reestablecer la actividad sinaptica OH

normal de las zonas dafadas e incluso de forma
indirecta interrumpir las vias de sefalizacion Resveratrol (RVTL)
que conducen a la apoptosis neuronal (Carvalho

etal., 2017).

Asi pues, el estudio de este farmaco resulta de vital importancia para el tratamiento del
deterioro estructural, fisiol6gico y cognitivo producto de la neurodegeneracion (Galiniak et al.,
2019). Por otro lado, debe sefialarse que, aunque la mayoria de los estudios -realizados in vivo
0 in vitro- se han centrado en el analisis de los efectos del RVTL sobre el organismo y han
demostrado efectos benéficos para la salud, no se posee informacion clara sobre el como los
metabolitos producto de la molécula de RVTL se relacionan con mecanismos celulares (Pannu
y Bhatnagar, 2019), y en el caso de cerebro, como es que esta molécula posee la capacidad de

modular la actividad neuronal.
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3.2 Participacion del resveratrol (RVTL) en la modulacion sinaptica y proceso de
plasticidad neuronal

Dentro del SNC, la accion del RVTL ha sido sefialada principalmente en regiones como el
hipocampo, el cerebelo y la corteza cerebral, zonas en la que esta molécula muestra un
comportamiento neuroprotector y en las que ha sido observado un decremento en el nimero de
muerte neuronal en diversos modelos de neurodegeneracion que indicen el estrés oxidante.
Dentro de las observaciones condutales y cognitivas se ha observado que el RVTL posee la
capacidad de mejorar el desempefio de sujetos adultos en tareas de memoria y organizacion
espacial por lo que es sugerido como una agente que retrasa el deterior cognitivo a
consecuencia de la edad o el dafio crénico (Sarubbo et al., 2015), asi como un promotor de la

neurogénesis hipocampal en el adulto (Torres et al., 2015).

La mayoria de los efectos observados del RVTL sobre el sistema nervioso han sido atribuidos
a la posible participacion de los receptores SIRT1 en la dindmica neuronal. Se ha demostrado
que en presencia de antioxidantes polifenolicos, la expresion génica de SIRT1 es modulada,
favoreciendo que procesos como la neurogénesis y disminuyendo el deterioro neuroldgico (Liu
et al., 2016). Por ejemplo, es estudios realizados con ratas que muestran deterioro cognitivo
avanzado producto de la edad, asi como una baja expresion de los receptores SIRT1, se ha
observado que con la administracion de antioxidantes polifendlicos como la catequina, esta
tendencia al cremento en la expresion de SIRT1 es revertida, asi individuos que han sido
tratados con el antioxidante muestran una mejora en el desempefio cognitivo (Ladesma, 2018).
Este efecto también ha sido observado en modelos en los que el RVTL ha sido administrado.
Por ejemplo, para la enfermedad de Alzhéimer, se ha observado que en sujetos experimentales
a los que se les ha inducido un dafio crénico para emular la fisiopatologia de la enfermedad.
Mostraron un incremento en la expresion de receptores SIRT1 cuando les fue administrado
RVTL via intraperitoneal. Lo cual se traduce en la mejora de su desempefio en tareas de
memoria y que requieren del procesamiento cognitivo (Ma et al., 2019).

Ahora bien, aunque la expresion de SIRT1 es entendida como una consecuencia directa del
tratamiento con RVTL, estudios recientes sefialan que a su vez estos efectos pueden estar
modulados por otros receptores, especificamente receptores tipicamente asociados con los
procesos de plasticidad cerebral; los NMDA. Se ha reportado que los NMDA son en conjunto
una amplia familia muestra afinidad por la sefializacion glutamatérgica y que de forma directa
modulan la entrada y salida de Ca*2en la sinapsis. Responsables de la generacion de

mecanismos de plasticidad como la LTD o la LTP los NMDA, se activan en presencia de
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antioxidantes como el RVTL, favoreciendo el restablecimiento de la conectividad neuronal una
vez que se ha producido el dafio neurologico (Hsieh et al., 2019). No obstante, hay evidencia
que sefiala que los efectos del resveratrol son poco predecibles ya que su accion varia
dependiendo de su concentracion y la via de administracion. Por un lado, se ha demostrado que
puede llegar a mediar procesos de plasticidad y en sentido contrario ciertos estudios revelan
que su administracion directa sobre estructuras cerebrales puede conducir a efectos
patologicos, especificamente la activacion de vias de sefializacién apoptoticas en cultivos
celulares (Dias et al., 2016; Fan et al., 2018).
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4. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

4.1 Etiologia de la Enfermedad de Huntington

Hoy en dia el estudio de los procesos neurodegenerativos patologias como el Alzheimer, el
Parkinson y la enfermedad de Huntington, ha cobrado importancia; buscando dilucidar como
es que tienen su origen y cuales son sus caracteristicas principales, se ha encontrado que un
comun detonador de estas enfermedades se localiza en una falla mitocondrial inducida por
agentes oxidantes (estrés oxidativo) (Herndndez-Espinosa et al., 2019), los cuales ante la
disminucion de los mecanismos antioxidantes y el aumento en la expresion de especies
reactivas de oxigeno conducen a la muerte temprana de neuronas (Martinez, et al., 2010;
Hernandez et al., 2019). En el caso particular de la enfermedad de Huntington se pueden
observar alteraciones en la dinamica mitocondrial, especificamente, en los procesos de fision
y fusion mitocondrial, encargados de la produccion energética. Y aunque en primera instancia
la descompensacion energética es soportada por la biogénesis mitocondrial, conforme la
enfermedad evoluciona se produce una deficiencia energética generalizada (Miranda et al.,
2013; Levin y Godukhin, 2017; Cheron, 2018; Alarcdn et al., 2019; Bello et al., 2019)

La enfermedad de Huntington (EH) exhibe caracteristicas muy particulares que deben ser
explicadas con mayor detenimiento. En primer lugar, debe sefialarse que se trata de una
enfermedad autosomica dominante caracterizada por la produccion de movimientos
involuntarios, alteraciones en la ejecucién del acto motor voluntario y desarrollo de
alteraciones cognitivas con tendencia al deterioro (Cepeda et al., 2003; Martinez, et al., 2010).
Al tratarse de una enfermedad hereditaria, la enfermedad de Huntington es atribuida a una
mutacién en el gen que codifica para la proteina huntingtina (Htt), originando agregados
intracelulares de Htt-mutada. Estos agrados celulares-producto de la expresion repetida de
CAG- conducen a las neuronas a procesos de gliosis, déficit energético, reduccion en la sintesis
y liberacién de factores troficos (neurotrofinas), y estrés oxidativo (Tasset et al., 2009). Cabe
seflalar que esta enfermedad afecta principalmente a estructuras mediales del cerebro,
especificamente, al nucleo estriado; el cual al ser la principal fuente de entrada y salida de
informacidn de la corteza sufre una desorganizacion de los circuitos de comunicacion neuronal
configurados por Neuronas Espinosas Medianas GABAGérgicas (95% de MSNs) e
interneuronas (<5%), las cuales muestran cambios en su actividad de membrana en condiciones
basales y alteraciones en los sistemas de liberacion y recaptura de Ca*?. Generando en

consecuencia una pérdida de la capacidad inhibitoria y excitatoria del estriado sobre el acto
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motor (Cepeda, et.al.,2003; Ariano et al., 2005; Hernandez-Echeagaray, 2010). Es asi como
esta desorganizacion en el procesamiento de la informacion se traduce en un sindrome de
desconexién en el que la regulacion cortico-estriatal se deteriora de forma gradual como el que

es observado en otras enfermedades (Suarez et al., 2014).

4.2 Deterioro conductual y cognitivo en la enfermedad de Huntington

Como se ha mencionado con anterioridad, la enfermedad de Huntington se caracteriza por un
deterioro progresivo de los ganglios basales, lo que conduce a la manifestacion de cuadros
clinicos caracterizados por la aparicion de trastornos motores: sindrome coreico, distonia,
trastornos posturales, disartria, problemas para la deglucién, etc. son parte de los sintomas mas

reportados conforme avanza la enfermedad (Kandel et al., 2013).

Sin embargo, trastornos psiquiatricos y conductuales (cambios abruptos de personalidad,
depresién, aparicion de sintomas psicoticos, etc.) alteraciones cognitivas (problemas de
organizacion espacial, alteraciones en el lenguaje, escrituray lectura, alteraciones atencionales,
de memoria, etc.) aparecen conforme la enfermedad evoluciona (Arango et al., 2003). De forma
especifica las alteraciones se localizan en areas como atencion y concentracion, aprendizaje y
memoria, lenguaje, percepcién y funciones ejecutivas. No obstante, una de las areas en las que
es posible observar mayor afectacion, después del &rea motora, es en el lenguaje; problemas
para articular oraciones largas, procesar informacion, flexibilidad de procesamiento,
comprension oral y escrita, asi como, como la articulacion y ejecucion de oraciones complejas
(Caramago et al., 2017). En ese sentido el estudio de los efectos del resveratrol sobre la
fisiologia del nucleo estriado durante la EH adquiere sentido, ya que como se ha mencionado
en los antecedentes, el resveratrol ha mostrado ser un agente que favorece la plasticidad
sinaptica en estructuras como el hipocampo y los ganglios basales (Tian, et al., 2016; Dias et

al., 2016) incluso cuando se presentan las alteraciones caracteristicas de la enfermedad.

4.3 Modelos neurodegenerativos de la enfermedad de Huntington

Finalmente hay que sefialar que para el estudio de la neurodegeneracion se han elaborado
diversos modelos farmacoldgicos que permiten emular las condiciones fisiopatologicas de la
enfermedad (TuUnez et al., 2010). De los primeros tratamientos para emular esta enfermedad se
encuentran; el tratamiento con acido quinolinico o el acido iboténico (IBO), quienes resultan
efectivos para emular las alteraciones neurofisioldgicas de trastornos motores, especificamente
de la enfermedad de Huntington (Lorigados et al., 2009; Modaberi et al., 2018).
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Sin embargo, uno de los modelos que mejor imita la fisiopatologia de dicha enfermedad es el
del acido 3-nitropropionico (3-NP); éste compuesto al bloquear la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH) en el complejo Il mitocondrial, provoca un déficit en la produccion de
ATP asi como un incremento en la produccién de EROS. Este cambio en el metabolismo
celular conduce a las neuronas espinosas medianas (MSNs) a una deficiencia mitocondrial,
generandose asi muerte celular. Ademas, una de las ventajas del modelo de neurodegeneracion
por administracion de 3-NP es justo su especificidad, ya que los efectos neurodegenerativos
pueden ser observado principalmente en el estriado y su mecanismo de accion requiere de la
administracion crénica para que la sintomatologia clasica de la enfermedad se presente
(Rodriguez et al., 2010; Mendoza et al., 2014).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El resveratrol (RVTL) pertenece a una familia de polifenoles, que han sido ampliamente
descritos por sus propiedades antioxidantes y por sus beneficios para la salud. En el caso de su
papel en el mantenimiento celular y la recuperacion de los sistemas de comunicacion neuronal,
se han reportado efectos positivos de su administracion sobre poblaciones neuronales de areas
como el hipocampo y cultivos celulares que emulan circuitos de comunicacion neuronal. Del
mismo modo se han reportado los efectos de esta molécula en modelos de neurodegeneracion
que emulan patologicas como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, etc. Todas ellas caracterizadas por la aparicion de sintomas fisiologicos,
conductuales y cognitivos relacionados con la ejecucion del comportamiento motor. Sin
embargo, son pocos los ensayos en los que se haya evaluado el efecto de RVTL en éreas del
cerebro como lo son los ganglios basales, especificamente el cuerpo estriado; las cuales

desempefian un papel fundamental en el procesamiento y ejecucion de la informacién motora.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis nos planteamos estudiar los efectos de Resveratrol en la
modulacion de la transmision sinaptica estriatal en el modelo de la enfermedad de Huntington

inducida por la administracion sistematica del acido 3-nitropropionico (3-NP)

2.1 Hipotesis
La actividad sinaptica de las aferencias glutamatérgicas cortico-estriatales seran moduladas por

la accion del resveratrol.

2.2 Objetivo general
Evaluar los efectos neuroprotectores del resveratrol sobre la actividad plastica, asi como su
accion sobre la plasticidad sinaptica en poblaciones de neuronas del nucleo estriado en un

modelo de neurodegeneracion la enfermedad de Huntington inducido por 3-NP.

2.3 Objetivos particulares

o Evaluar el efecto modulatorio del resveratrol en la actividad sinaptica de las neuronas
glutamatérgicas del nicleo estriado sano y en el modelo de la enfermedad de Huntington

« Evaluar la actividad glutamatérgica del nucleo estriado en un protocolo de estimulacion de
alta frecuencia en presencia resveratrol

« Evaluar los efectos del resveratrol sobre la actividad plastica de neuronas glutamatérgicas
en un protocolo de estimulacién de alta frecuencia en el modelo de neurodegeneracion por
3-NP.
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CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Para la realizacion de este trabajo se emplearon técnicas y protocolos especificos para el
registro de la actividad sindptica a nivel poblacional, por ello el presente apartado muestra las

bases tedricas de la metodologia empleada.

3.1 Registro electrofisiologico de potenciales de campo

Para el presente trabajo se emplearon registros electrofisioldgicos de campo para evaluar la
actividad neuronal. Estos fueron obtenidos de la activacion de respuestas sinapticas
poblacionales producto de la estimulacion eléctrica directa sobre el tejido cerebral, que al
mismo tiempo generan corrientes ionicas sincronicas asociadas a potenciales de accion de
grupos neuronales; donde la amplitud de la respuesta es proporcional al nimero de células que
disparan potenciales de accion de forma simultanea. Dentro de las caracteristicas biofisicas de
la espiga poblacional destacan el hecho de que se trata de una onda trifasica producto de la
diferencia de corrientes entrantes activas (sumideros) y de corrientes salientes (fuentes), las
cuales forman un circuito eléctrico. Las corrientes salientes se observan como deflexiones en
campo positivo, mientras que las corrientes entrantes se visualizan como deflexiones negativas.
En el caso de los registros de campo los componentes negativos hacen alusién a la
despolarizacion (cambio de voltaje) de la membrana por el flujo de la corriente entrante
(Figura 3; Johnston y Miao-Sint, 1995)

Figura 3. Registro extracelular de campo
Corriente Fuente Corriente
saliente (+) saliente (+) Se muestra la onda trifdsica que componen al
potencial de campo. Como s e ha mencionado el
potencial de campo es una onda trifasica y muestra
de forma gréfica la propagacién de la corriente a lo
largo de la neurona; dentro del campo el electrodo
de registro detecta la onda de corriente (salientes)
que provienen de la neurona, el cambio de
corriente provoca un cambio de corriente -de
positiva a negativa- en la membrana celular
generando el fenémeno de despolarizacion
(corriente entrante). Finalmente, de forma
acelerada la corriente pasa de negativa a positiva,
es decir, de corriente entrante a corriente saliente
hasta llegar al punto de actividad basal.
Modificado de: Johnston y Miao-Sint, 1995.

Sumidero

Corriente
entrante (-)
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3.2 Protocolo de Pulso Pareado (PPP)

El PPP tiene como proposito evaluar los mecanismos que subyacen a la plasticidad sinaptica,
especificamente, como es que la respuesta neuronal estd siendo mediada por procesos pre
sinépticos o post sindpticos. Técnicamente, el PPP requiere de la estimulacion constante de la
respuesta poblacional neuronal; aplicandose dos estimulos de igual intensidad, pero separados
entre si por un breve periodo de tiempo (aproximadamente 50 ms) se producen dos respuestas
(S1y S2), las cuales son a analizadas en funcién de su magnitud. El analisis de las respuestas
se basa en el aumento o decremento en la amplitud de la respuesta sinaptica poblacional, asi
como del cociente S2/S1, informacion que permite establecer el sitio (pre o post sinaptico) en
el que ocurre una reorganizacion de los mecanismos de liberacion y/o recaptura de

neurotransmisor.

Por ejemplo, el cambio en la relacion S2/S1 indica que la diferencia en la amplitud de la
respuesta es consecuencia de las activaciones de mecanismos presinapticos. Mientras que, la
ausencia de variacion en el cociente S2/S1 indica que los cambios observados en la respuesta

son producto de mecanismos postsinapticos (Figura 4).

Terminal Figura 4. Efectos farmacoldgicos diferenciales sobre la

presinatica presinapsis y la postsinapsis en el protocolo de pulso

pareado

El siguiente esquema de la sinapsis, muestra el flujo de
informacion desde la terminal presinaptica hasta la
postsinapsis. En esta zona ocurre la liberacion de transmisor
Efecto Postsinaptico dependiendo de la concentracion de Ca*2. Los efectos sobre

C " I\ ~ los mecanismos de liberacion de neurotransmisor pueden
W _Q Q. Q Q
S ¥ o oA

N
R ser observados en la parte inferior.

En el primer caso se representa el efecto postsinaptico de
“x” farmaco sobre la sindpsis; 1) representa la actividad
control y 2) muestra el efecto farmacoldgico sobre la
respuesta. Se observa que, con la administracion del
farmaco, la amplitud de la espiga poblacional incrementa,
sin alterarse la relacion S2/S1. Lo que sugiere que la
cantidad de neurotransmisor liberado es proporcional en 1y
2, indicando que el incremento de la respuesta es
dependiente de los mecanismos postsinapticos. Por otro
lado, en el segundo caso se ejemplifica el efecto de un
farmaco “y” que actua en los mecanismos presinapticos, ya
que a relacion S2/S1 muestra un cambio en 1y 2, sugiriendo
que la cantidad de neurotransmisor no es proporcional.
Modificado de: Rosenzweig y Leiman, (1992).

1 2

Efecto Presinaptico

Ahora bien, se debe precisar que el PPP tiene su base en la teoria de Ca*? residual formulada a
mediados del siglo XX. La teoria de Ca*?residual establece que el cambio en la amplitud entre

dos respuestas poblaciones generadas bajo las mismas condiciones, es producto de variaciones
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en la concentracion de Ca*? presente en el espacio sinaptico y dentro de la célula. Se sabe que
el flujo de iones entre la presinapsis y la postsinapsis modula la liberacion de neurotransmisor.
No obstante, de acuerdo con la teoria, en la terminal sinéptica las vesiculas que almacenan el
neurotransmisor no son liberadas en su totalidad cuando se produce una repuesta (S1), es hasta
que se estimula una segunda respuesta (S2), cuando el resto de las vesiculas almacenadas son
liberadas y se suman a las liberadas en la primera respuesta. Esto en consecuencia, provoca un
cambio en la amplitud de S2 respecto a S1 (Colino et al., 2002). Esta dinamica es mediada por
mecanismos amortiguadores encargados de mantener los niveles Ca*? dentro y fuera de la
célula. Por lo que cuando se produce una respuesta, la velocidad con la que ocurre este ajuste
varia dependiendo de la concentracion de calcio liberado; cuando el Ca*?es liberado al espacio
sinaptico en la primera descarga, no es recapturado en su totalidad antes de que se genere un
segundo potencial de accion, por lo que el Ca*™?no recapturado se agrega al liberado durante la
segunda respuesta. Lo que explica por qué a mayor concentracion de calcio en el espacio

extracelular se genera un incremento en la liberacidn de neurotransmisor (Katz y Miledi, 1968).

En resumen, el PPP mide el cambio que existe de S2 en comparacion con S1 atribuido a la
activacion de mecanismos presinapticos y postsinpticos (Figura 5). Considerado, ademas,
como una forma de plasticidad que tiene un periodo de duracion que va de minutos a horas.
Cuando en S2 se observa un incremento en la amplitud de la respuesta en comparacién con S1,
se habla entonces de Facilitacion por Pulso Pareado (FPP), la cual es atribuida a la sumatoria
del Ca'™ residual en la postsinapsis que favorece mayor liberacion de vesiculas de
neurotransmisor incrementando la repuesta neuronal. Por otro lado, cuando se registra menor
amplitud en S2 respecto a S1, entonces se habla de Depresion por Pulso Pareado (DPP).
Donde la entrada masiva de Ca*? en la presinapsis genera una liberacion rapida de vesiculas
de neurotransmisor, que conduce a la célula presinaptica a un desabasto en la sintesis de
neurotransmisor y que se refleja en la disminucidn de la respuesta en S2 (Katz y Miledi, 1968;
Joshton y Sin, 1995).
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Facilitacion por Pulso Pareado Depresion por Pulso Pareado

¥y

S2
S1

S2 S1

Figura 5. Facilitacion y depresion por pulso pareado: se muestran los efectos de la facilitacion y la depresién
por pulso pareado en la respuesta sinaptica. En ambos casos se muestran dos respuestas: S1y S2, evocadas bajo
la misma amplitud e intensidad del estimulo eléctrico pero separadas en tiempo. En el caso de la facilitacion por
pulso pareado se observa que la amplitud de S1es menor en comparacion con S2.
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METODOLOGIA

4.1 Sujetos experimentales
Los experimentos fueron realizados de acuerdo con los reglamentos locales e internacionales

de cuidado animal. Se usaron ratones macho (Bioterio FES-Iztacala) de la cepa C57BL/6 de
alrededor de 3-4 semanas postnatales. Los sujetos fueron alojados en cajas de acrilico
transparente, a temperatura ambiente, con un ciclo de 12/12 horas luz/oscuridad, con libre
acceso al agua y alimento. Fueron separados dos grupos experimentales para realizar el registro
electrofisiologico: 1) Grupo control y 2) Grupo pretratado con 3NP. La actividad

electrofisiologica de ambos grupos fue evaluada en ausencia y presencia de RVTL.

4.2 Farmacos

Se emple6 Resveratrol (RVTL) a una concentraciéon de 10uM. EI RVTL fue pesado y disuelto
en agua destilada a una concentracion de 0.01% de DMSO como disolvente. Para su
preparacion fue pesado y disuelto a baja exposicién a la luz natural y artificial, con el objetivo
de evitar su desnaturalizacion. De igual manera a partir de la solucién stock preparada (10mM)
se hicieron alicuotas de 50uL, las cuales fueron refrigeradas y almacenadas en un frasco color
ambar, para ser posteriormente utilizadas en los experimentos. Todos los fa&rmacos empleados
en el presente estudio fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Resveratrol (R5010)). La
concentracion final de RVTL fue elegida en funcion de su potencial activo, estudios realizados
in vivo, han reportado que la administracién cronica de RVTL, incluida en la dieta o por via
intraperitoneal, en dosis que van desde los 20-50 mg/kg resultan apropiadas para observar sus
efectos sobre el desempefio conductual y sobre la fisiologia del cerebro en aéreas como el
nucleo caudado y el hipocampo (Yu, etal., 2013; Xia et al., 2019). Sin embargo, para el estudio
de la actividad electrofisiologica neuronal en modelos de plasticidad desempefiados en cultivos
celulares, se ha reportado que concentraciones que se encuentren dentro del rango de 1-10uM
resultan efectivas para evaluar los efectos del RVTL sobre la modulacién de la actividad
sinaptica en protocolos de (Karthick et al., 2016; Shimazu et al., 2016; Hsieh et al.,2019).
Razon por la cual se ha optado por una concentracion de 10uM para la realizacion del presente

estudio.

4.3 Obtencion de rebanadas de cerebro
Sacrificio: los ratones fueron anestesiados, para posteriormente ser decapitados y realizar la
extraccion del cerebro. Los bulbos olfatorios y el cerebelo fueron separados y desechados. Para

la obtencion de rebanadas ambos hemisferios fueron cortados siguiendo la linea media que
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divide al encéfalo. El tejido obtenido fue sumergido en una solucion fisiologica artificial de
liquido cerebro-espinal a 4°C, saturada con una mezcla de 95% de O.y 5% de CO. y un pH de
7.4. La solucién contenia: CaCl. (2 mM), NaCl (125 mM), KCI (3 mM), MgCl. (1 mM),
NaHCO:. (26 nM), acido ascorbico (0.2 mM), tiourea (0.2 mM) y glucosa (10 mM) (Gomez, et
al, 2018), dicha solucion fue empleada como medio de mantenimiento del tejido una vez
realizados los cortes. Las rebanadas fueron obtenidas con ayuda de un vibratomo (Pelco® 102,
1000 Plus, USA); bajo el influjo de la solucién fisiologica, para ello se colocaron ambos
hemisferios fueron colocados y adheridos sobre una placa de cristal, con el objetivo de realizar
cortes sagitales de 400 um. Las rebanadas que contuvieron estriado y corteza cerebral fueron
incubadas en la solucion fisiolégica por 1 h a temperatura ambiente, antes de ser llevadas a la

camara de registro.

4.4 Registro electrofisioldgico

Las rebanadas cerebrales fueron colocadas en una camara de registro en donde fueron
mantenidas en perfusion constante bajo un flujo de 1+0.5 ml/min de solucion fisioldgica
oxigenada y a temperatura de 32+0.5°C. Los registros fueron obtenidos empleado dos
electrodos; para la estimulacion de la actividad se emple6 un electrodo bipolar (Digitimer LTD,
Hertfordshine, UK) posicionado en el cuerpo calloso, en la zona dorsolateral del estriado. Para
el registro de la sefial de salida (respuesta) se hizo uso un electrodo de borosilicato (lleno con
la solucion fisioldgica), situado dentro del estriado a distancia de 2-3 mm del electrodo de

estimulacion (Figura 6).
Figura 6. Disposicion espacial de los electrodos sobre la rebanada para el registro de campo

En la imagen se muestran dos electrodos. El electrodo Electrodo de Registro

de estimulacién (izquierdo) se encuentra posicionado d

sobre el cuerpo calloso para estimular las aferencias  Electrodo de

Estimulacién
que provienen de la corteza cerebral (Ct) y se dirigen
al nacleo estriado (Str). El electrodo de registro (de
color rojo y posicionado de lado derecho) capta la
sefial de los potenciales de accién. Este se encuentra
ubicado en el estrado dorsal, enviando la sefial que
serd almacenada y procesada por el software.
Abreviaturas: Globo palido (GP), Talamo (Tm) y

Sustancia nigra reticulada (SNr). Modificado de:
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Para facilitar el registro de la respuesta, esta fue amplificada empleado un amplificador de
voltaje (Grass Instruments Co, USA). Mientras tanto, la sefial fue digitalizada y almacenada
con la ayuda de programa casero que corre con el software LabView, (USA). La estimulacion
empleada durante el protocolo de pulso pareado fue aplicada en un rango de voltajes de 5 a 30
uV, con una duracion de 60-150 puS y una frecuencia de 0.1 Hz. Para establecer los valores de
respuesta en situacion control se realizaron curvas de intensidad/amplitud. Tomando en cuenta
el voltaje que evoque la amplitud media de la espiga como parametro de estimulacion constante
a lo largo de todo el experimento.

Para el protocolo de pulso pareado, se dieron dos pulsos con una separacion de 50 ms y
frecuencia de 0.1 Hz, con el objetivo de identificar cambios presinapticos o postsinapticos en
la respuesta neuronal Una vez obtenida y estabilizada la respuesta se ajustaron los parametros

de estimulacion constates para todos los experimentos.

Se empleo un protocolo de Estimulacion de Alta Frecuencia (HFS por sus siglas en inglés),
con el objetivo de generar la plasticidad a largo plazo cortico estriatal en presencia y ausencia
de dafo. Para ello se aplicaron tres trenes de corriente supraumbral a una de frecuencia de
300Hz. El voltaje supraumbral fue obtenido con ayuda de la curva intensidad/amplitud, donde
el punto de referencia para cada experimento fue el voltaje maximo donde se obtenia la mayor
amplitud en S1. Después del tren de alta frecuencia se daba un periodo de reposo de cualquier
estimulo al tejido con una duracién de 5min. Posterior a esto se procedi6 a registrar la actividad
ajustando los valores constantes del experimento durante 30 min. Con el objetivo de analizar
los cambios en la amplitud de S1. Este protocolo fue ejecutado tanto en condiciones control
como experimentales. Para la evaluacion del modelo de neurodegeneracion, los sujetos fueron
pretratados con 3NP 15mg/kg via intraperitoneal durante 5 dias. Los experimentos
electrofisioldgicos se llevaron a cabo 2 dias después. Los datos obtenidos fueron procesados

y graficados con el software Origin 7.0 (USA).

4.5 Anélisis de los datos

Los datos fueron analizados empleando pruebas estadisticas con los programas SPSS -IBM 25
y representados graficamente con OriginPro (2016). Para ello se ejecutaron las pruebas
ANOVA de una via de medidas repetidas para realizar la comparacion de las medias
correspondientes a la amplitud de la respuesta poblacional estriatal en cada una de las fases y
entre condiciones. Ademas de ello para los datos que contaban con una distribucion normal se

les aplico test de Bonferroni como prueba Post-Hoc.
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RESULTADOS

5.1 Condiciones para el registro de la actividad electrofisioldgica

Como se sabe, el nicleo estriado estd conformado por un conjunto heterogéneo de células,
entre las que destacan las neuronas espinosas medianas (MSNS) e interneuronas colinérgicas
las cuales reciben aferencias glutamatérgicas excitatorias de la corteza y del tdlamo. Sin
embargo, la estimulacion de esta zona conlleva a la activacion simultanea de fibras
GABAeérgicas inhibitorias; la administracion de bicuculina permite aislar la sefial de la

respuesta poblacional de neuronas glutamatérgicas del estriado.

Para obtener el rango de estimulacién apropiado para el registro electrofisioldgico, se realiz6
una curva intensidad / amplitud para conocer la estimulacién necesaria para obtener la amplitud
media de los potenciales de accion de poblaciones neuronales en el nlcleo estriado. El objetivo
de esta manipulacion es evitar la saturacion de la respuesta poblacional del area registrada y
con ello observar los cambios en la amplitud de la respuesta poblacional en presencia o
ausencia de la administracion farmacoldgica, en ese caso el Resveratrol (RVTL), o bien,
observar los cambios efecto de la aplicacién de protocolos de estimulacion, especificamente,

la aplicacion de protocolos de Estimulacion de Alta Frecuencia (EAF) (Figura 7).
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Figura 7. Curva de intensidad vs amplitud de la respuesta. En a) se muestra la curva representativa de la
intensidad minima necesaria del estimulo eléctrico para evocar la respuesta sinaptica poblacional, sefializando el
numero de umbral (x) al que es obtenida la amplitud media de la respuesta poblacional a S1. La intensidad de la
estimulacion esta expresada en multiplos de umbral, mientras que la amplitud de la respuesta es medida en pV.
Es posible observar como a partir del 1.5x la respuesta alcanza su maximo y se satura a partir del 2.5x. Las lineas
punteadas sefialan el nimero de umbrales necesarios para lograr la amplitud media de la respuesta poblacional.
En b) se muestran los trazos representativos de la respuesta poblacional a S1 correspondientes a la curva intensidad
vs amplitud de la derecha.
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Por otro lado, para evaluar los efectos farmacoldgicos y los efectos propios del protocolo de
estimulacién de alta frecuencia. Se realizaron cursos temporales en los que se representan las
variaciones de la actividad poblacional del nucleo estriado. Esto con el objetivo de demostrar
que los cambios observados en el registro electrofisiolégico son producto de las
manipulaciones experimentales y las diferentes condiciones de estimulacion a las que el tejido
fue sometido, asi mismo, se busca representar la estabilidad que los registros realizados bajo

condiciones control en periodos de tiempo de larga duracion.

En la Figura 8 se representa la amplitud de la respuesta poblacional S1 en un periodo de 60
min. Es posible observar que el registro electrofisiologico no presenta alteraciones
significativas durante el curso temporal del experimento, lo cual afirma el hecho de que los
experimentos fueron realizados en tejidos sanos, estables y que no presentan variabilidad en el

trascurso del tiempo.
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Figura 8. Curso temporal largo de los potenciales poblacionales cortico-estriatales. En a) se muestra el
porcentaje normalizado de la amplitud de la respuesta poblacional S1 a lo largo de 60 min. En b) se muestran los
trazos representativos del curso temporal. Los nUmeros corresponden a secciones del curso temporal
seleccionadas, al ser superpuestas se muestra que no hay diferencias en cuento a la amplitud de la respuesta
poblacional, lo cual indica que no se registraron cambios significativos en la amplitud de la espiga poblacional.
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5.2 Modulacién de la sinapsis glutamatergica por accion RVTL y evaluacion de su

efecto en el protocolo HFS

Antes de evaluar el efecto modulatorio del resveratrol sobre la actividad sinaptica
glutamatérgica del estriado se procedio a registrar la actividad de poblaciones neuronales de
esta zona en condiciones control. Para ello se obtuvieron registros de la actividad de rebanadas
cerebrales provenientes de ratones sanos y de tejido de animales tratados con 3 NP para inducir
el dafo neuronal estriatal que imita la histopatologia de la enfermedad de Huntington. Asi
mismo, se usé el protocolo de estimulacion de alta frecuencia para analizar los cambios
generados en la plasticidad sindptica en ambas condiciones. Posteriormente se agregé RVTL

(50ng/ml), el cual fue agregado directamente en el bafio.

5.3 Efecto de la HFS sobre la plasticidad sinptica estriatal en condiciones control

En la figura 9 se muestra la actividad cortico-estriatal en condiciones control. En esta se
observa que la amplitud de la respuesta decrementa un 11.953 + 1.099% una vez que se aplica
el tren de alta frecuencia. Obteniéndose diferencias estadisticamente significativas respecto al
control (ts) = 10.874, P < 0.05; n=>5; Prom + DE).
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Figura 9. Actividad sinaptica en condiciones control antes y después del tren de alta frecuencia (HFS): En
a) se muestra el curso temporal de los experimentos promediados. La amplitud de respuesta fue normalizada en
porcentaje para promediar todos los experimentos. Es posible observar que la amplitud de la espiga muestra un
decremento (11.953 + 1.099%) al comparar el control con la respuesta obtenida posterior a la estimulacion de
alta frecuencia (HFS). Mostrando diferencias estadisticamente significativas. En b) se muestra el promedio en
barras de los ultimos 20 minutos de ambas condiciones: control y post-tren al comparar la actividad registraron
diferencias significativas. Finalmente, en c) se muestran los trazos representativos de los potenciales sindpticos
de células glutamatérgicas registrados: 1) corresponde a la amplitud de la espiga bajo condiciones control y 2)
pertenece a la amplitud de la espiga posterior al estimulo de alta frecuencia (t 4 = 10.874; P < 0.05;n=5; Prom
+ DE).
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5.4 Efecto modulador de RVTL sobre la actividad sinaptica estriatal y plasticidad
sinaptica inducida por HFS en condiciones control

Como se ha sefialado al inicio del presente trabajo, una de las principales incdgnitas sobre el
RVTL es su potencial como un agente tréfico que participa directamente en la regulacion de
los procesos de plasticidad en el tejido neuronal. Por esta razon se realizaron los siguientes
experimentos siguiendo el protocolo previamente explicado bajo condiciones control en tejido

cerebral sano y al que se le administro RVTL (10uM) directamente en el bafio.

En la Figura 10 se muestran los efectos de la administracion del RVTL en el bafio, su efecto
sobre la actividad sinaptica bajo condiciones de estimulacion constantes y después de la
administracion del protocolo de alta frecuencia. En condiciones control y durante la
administracion del RVTL (10uM) la actividad sinaptica se mantiene constante, entre valores
de 101.287+1.287% vy 96.239+2.714%, por lo que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre estas condiciones. Sin embargo, una vez que se administrd
el tren de alta frecuencia (HFS) en presencia de RVTL, la actividad sinaptica decrementé de
forma significativa (t9) = 6.508,p < 0.05) en un 38.387+5.898% respecto del control. Del
mismo modo, se observaron diferencias significativas al comparar la actividad sinéptica
durante la administracion de RVTL previa al tren HFS con la actividad obtenida posterior al
HFS (t9) = 4.487,p < 0.05), donde la diferencia en la amplitud fue de un 33.33947.431%.
Estos resultados indican que RVTL participa en la modulacién de la plasticidad sinaptica,
especificamente, favorece el incremento de la LTD una vez que se administra HFS en tejido

Sano.

Al comprar la actividad inmediata posterior al tren HFS en presencia de RVTL con la actividad
durante el lavado, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (Post-Tren=
53.019 + 2.968%; Lavado= 55.226 + 2.731%). Al comparar la actividad poblacional en
condiciones control con la respuesta poblacional durante el lavado de RVTL se observan
diferencias significativas (t (9) = 8.27,p < 0.05), de tal manera que la respuesta muestra una
disminucion del 47.363+5.724%. De igual manera, se observan diferencias significativas al
comparar la fase del lavado con la fase previa al tren de estimulacion de alta frecuencia en la
cual fue administrado el RVTL (¢(9) = 6.194,p < 0.05), mostrando una diferencia en la
amplitud de la respuesta de 42.315+6.831%. Resultado que evidencia la participacion de
RVTL en el mantenimiento de LTD
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Figura 10. Actividad sindptica en condiciones control en presencia de resveratrol (RVTL) en el protocolo
de estimulacion de alta frecuencia (HFS): en a) se muestra el curso temporal de la amplitud promedio de la
espiga poblacional de tejido sano en presencia de RVTL (10uM). Al agregar el RVTL no se observan diferencias
respecto al control (Amplitud: control = 100+1.28%; RVTL = 96.23+2.71%). Una vez agregado el RVTL se
registro la actividad poblacional durante 30min, después de esto se aplicé el tren de alta frecuencia en presencia
del RVTL. En esta fase del experimento se registré una disminucion de la amplitud poblacional en un 38.38+5.89%
(te = 6.508,p < 0.05). Finalmente, al retirar el RVTL del bafio se observa que los niveles en la amplitud de la
espiga se mantienen en valores similares a los observados después del administrar el tren de alta frecuencia,
manteniendo un decremento de 47.36+5.72% respecto al control y del 42.31+6.83 en comparacion con el
promedio observado previo al tren HFS. En b) se muestran los promedios en barras de los Ultimos 20 minutos en
cada fase del experimento indicando las diferencias significativas. Finalmente, en c) se presentan los trazos
representativos concernientes a las cuatro fases del experimento: 1) corresponde al registro en condiciones
control, 2) es la administracién de RVTL, 3) pertenece a la actividad post-tren HFS en presencia de RVTL y 4)
corresponde a la actividad neuronal durante el lavado de RVTL. * sefiala las diferencias estadisticamente
significativas (p < .05;n = 10; prom + SE).
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Ahora bien, para apreciar si el efecto farmacoldgico del RVTL ocurre en los mecanismos
presinapticos o postsinapticos fueron evaluados los cocientes (radio) de las espigas
poblacionales en las distintas fases del experimento (Figura 11). Esta medicidn es obtenida al
evaluar la suma de corrientes individuales, las cuales se encuentran relacionadas con la apertura
o cierre de canales de la presinapsis y la postsinapsis. En el caso particular del RVTL, el analisis
de pulso pareado muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre el
cociente de pulso pareado del control (0.970 + 0.042) y la administracion de RVTL (0.985 +
0.087), no obstante se observa una tendencia al incremento en el cociente S2/S1 una vez que
se administra el tren de alta frecuencia. Esta diferencia fue estadisticamente significativa al
comparar los cocientes S2/S1 de la fase control con los cocientes obtenidos después del tren de
alta frecuencia, donde la media del cociente S2/S1 del control (0.970 + 0.042) cambio

significativamente con la administracion del tren de alta frecuencia (t 9y = —6.446,p < 0.05).
Del mismo modo, al comparar el cociente S2/S1 del control con el obtenido durante la fase de
lavado (1.325 + 0.217), se observaron diferencias estadisticamente significativas (t @) =
—4.824,p < 0.05). Con estos datos, se puede deducir que el resveratrol muestra un efecto
sobre la sinapsis una vez que se aplica el tren de alta frecuencia de manera conjunta,
especificamente sobre la presinapsis de células glutamatérgicas del nicleo estriado.

Figura 11. Cociente de protocolo de pulso
2.0 promedio pareado (S2/S1) en presencia de RVTL

antes y después del tren de alta frecuencia

El cociente de S2/S1 fue obtenido de los
datos de 10 min en las distintas fases del
experimento en presencia de RVTL en tejido
sano. Es posible observar que en presencia de
RVTL el radio del pulso pareado no muestra
cambios en comparacion al control. Sin
embargo, con la administracién del tren de
alta frecuencia el radio S2/S1 aumenta de
0.5 forma significativa. Las lineas punteadas
representan el cociente S2/S1 de cada
experimento, mientras que las lineas solidas
muestran el promedio del cociente de pulso
pareado del total de la muestra. *sefiala las
diferencias significativas (p < 0.05,n =
10; Prom + SE).
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Al analizar la amplitud sinaptica en ambos grupos experimentales (control y RVTL) no se
registraron diferencias estadisticamente significativas en la fase de control para cada
experimento (Experimentos control: 100.790 + 0.746%; Experimentos con administracion de
RVTL: 102.168 + 0.588%). Sin embargo, al comparar la actividad posterior al tren de alta
frecuencia en ambos grupos se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a la magnitud de la depresion por pulso parado( t(14y= 4.715,p < 0.05), por un lado en

condiciones control la amplitud media de la respuesta poblacional fue de 88.836 + 1.14%

mientras que en el los experimentos en los que el RVTL fue administrado la amplitud media

36



después del HFS fue de 53.019 + 0.647%, observandose una diferencia de 35.817 + 1.316%

entre ambos grupos en la misma fase del experimento.
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Figura 12. Analisis de la depresion por pulso pareado (LTD) posterior al estimulo de alta frecuencia (HFS)
en condiciones control y con la administracion de RVTL: en a) se muestra el curso temporal de la actividad
sinaptica estriatal antes y después del tren de alta frecuencia, para ello se evalud la respuesta promedio de los
experimentos realizados en condiciones control (negro) y los experimentos a los que se les administré RVTL
(azul). Al comparar la actividad de ambos grupos en la fase control no se observaron diferencias significativas
(Grupo control:100.790 + 0.746%; Grupo RVTL: 102.168 + 0.588%). Al comparar la LTD provocada por el
tren de alta frecuencia en la fase de registro posterior al HFS se observaron diferencias estadisticamente
significativas (t (1= 27.205;p < 0.05) entre los grupos, donde la amplitud media de la respuesta del grupo
tratado con RVTL fue un 35.817 + 1.316% menor respecto a la amplitud media del grupo control después del
tren de alta frecuencia. En b) se muestran los promedios en barra de los Gltimos 20 minutos de las fases control y
post-tren de ambos grupos de experimentos, sefialando las diferencias estadisticamente significativas. Por Gltimo,
en c) se presentan los trazos representativos de los experimentos realizados en condiciones control (color negro)
y los experimentos a los que se les administro RVTL antes del tren de alta frecuencia (color azul). En ambos casos
se presentan la actividad en 1) condiciones control y 2) la actividad después del tren HFS (p <
0.05; n controles = 5,n RVTL = 10; prom + SE).
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5.5 Protocolo HFS y plasticidad sinaptica inducida en el modelo de neurodegeneracion
por 3-NP

Para evaluar la actividad del estriado en el modelo de neurodegeneracion por 3-NP (Figura
13) fue comparada la amplitud promedio de la respuesta poblacional en condiciones control y
posterior al tren HFS. Se observd un incremento en la respuesta poblacional del 44.482 +
2.264% respecto control una vez que se aplico el tren HFS, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (t4)= —19.641;p < 0.05). Esta potenciacion de la actividad
estriatal es caracteristica de la fisiopatologia inducida por 3-NP.
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Figura 13. Actividad sinéptica estriatal durante el protocolo de estimulacién de alta frecuencia (HFS) en
tejido pretratado con 3-NP: en a) se muestra el curso temporal de los experimentos realizados con tejido
pretratado con 3NP. De color negro se muestra la actividad promedio anterior al tren HFS, mientras que en azul
se muestra la actividad promedio posterior al HFS. Es posible observar diferencias estadisticamente significativas
(t@y= —19.641;p < 0.05) al comparar la amplitud media de ambas condiciones (Control: 99.774 + 0.942%;
Post-Tren:144.257 + 2.024%), registrandose un incremento de la actividad sinaptica de 44.482 + 2.264%. Por
otro lado, en b) se muestra el promedio en barras de la amplitud sinéptica de los Gltimos 20 minutos en ambas
fases del experimento, donde las diferencias significativas se encuentra sefializada. Finalmente, en c) se presentan
los trazos representativos de la actividad sinaptica en ambas fases del experimento. De color negro (1) se
representa la actividad sindptica de tejido obtenido de ratones pretratados con 3-NP antes del tren HFS mientras
que de color azul se presenta la actividad posterior al HFS (2) (n = 5; p < 0.05; prom + SE).
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5.6 EL RVTL recupera la LTD inducida por HFS en el modelo de neurodegeneracion
por 3-NP

Como uno de los objetivos particulares del presente trabajo, se busca evaluar el efecto del
resveratrol (RVTL) sobre el dafio producto de la neurodegeneracion. En particular, el efecto de
RVTL sobre la fisiopatologia producto de la administracion cronica de 3NP, asi mismo,
analizar los efectos de esta molécula sobre la plasticidad sinaptica inducida por la estimulacion

de alta frecuencia.

En la Figura 14, se muestran los efectos farmacologicos de RVTL sobre la actividad sinaptica
estriatal de rebanadas de cerebro pretratadas con 3NP bajo la estimulacion de pulso pareado
antes y después del tren HFS. Se observa que bajo estas condiciones a medida que trascurre el
tiempo, al administrar RVTL al bafio la amplitud de la respuesta promedio disminuye de
manera significativa ( te)= 9.885;p < 0.05), en promedio la amplitud de la respuesta
disminuy6 en un 8.705 + 4.035% en presencia de RVTL (100.827 + 1.739%) respecto de la
fase control (92.122 + 3.920%). Este efecto se vio potenciado con la aplicacion del HFS, en
las fases posteriores al tren de alta frecuencia se observé una disminucion de la amplitud en la
respuesta poblacional. Posterior al tren HFS la amplitud decrecio en un 41.828 + 1.782%
mostrando diferencias estadisticamente significativas respecto de la fase control ( te)=
107.510; p < 0.05) asi como de la fase anterior al tren HFS en la que fue administrado RVTL
(t@e)= 42.453; p < 0.05), en donde el decremento fue equivalente al 33.123 + 3.575% dela
respuesta poblacional. El decremento observado en la amplitud de la respuesta respecto de las
fases control y la fase en la que fue administrado el RVTL se mantuvo en ausencia del farmaco.
Como puede observarse en la figura, en la fase de lavado de RVTL el decremento de la

amplitud se mantuvo (57.459 + 3.052%) mostrando diferencias significativas con las fases
control (te= 50.891;p < 0.05), donde la diferencia en la amplitud fue de 43.368 +

3.905%) Yy la fase previa al tren HFS en la que se administr6 el RVTL ( {g) = 40.136;p <
0.05), en la que la diferencia en la amplitud de la respuesta fue de 34.662 + 3.957%.
Finalmente, al comparar la amplitud media de las fases posterior al tren HFS y lavado, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en ambos casos los valores de la
amplitud media de la respuesta poblacional fueron similares (Fase posterior al tren HFS +
RVTL = 58.998 + 1.287%; Fase de lavado = 57.459 + 3.052%).

Estos resultados indican que, el RVTL recupera la generacion de la LTD en el tejido tratado

con 3-NP. Lo cual puede ser observado en la depresion a largo plazo (LTD) que se produjo con
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la estimulacion de alta frecuencia (véase figura 14), no obstante, debe recordarse que en
ausencia de RVTL el tejido obtenido de ratones pretratados con 3-NP muestra una LTP
patologica de la respuesta estriatal una vez que se administra el HFS (véase figura 13). Por lo
la administracion de RVTL (10uM) favorece la recuperacion de la LTD observada en los

experimentos realizados en tejido sano.
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Figura 14. Efecto conjunto del resveratrol (RVTL) y la estimulacién de alta frecuencia (HFS) sobre la
actividad sinaptica en tejido pretratado con 3-NP: en a) se muestra el curso temporal de los experimentos
realizados con rebanadas de cerebros pretratados con 3-NP. De color negro se muestra la amplitud promedio en
la fase control y durante el lavado de RVTL, mientras que de color azul se presenta la actividad sinaptica promedio
en presencia de RVTL y posterior al tren de alta frecuencia (HFS). Se registraron diferencias significativas entre
la fase control (100.827 + 1.739%) vy el resto de las condiciones experimentales, en las que se registré un
decremento de la actividad sinaptica (RVTL=92.122 + 3.920%, Post-Tren=58.998 +
1.287%, Lavado=57.459 + 3.052%). En b) se muestra el promedio en barras de los dltimos 20 minutos de cada
fase del experimento, sefialando las diferencias estadisticamente significativas. Finalmente, en c) se muestran los
trazos representativos de la actividad sinéptica de tejido tratado con 3-NP en cada fase del experimento: 1) Control,
2) RVTL, 3) Post-Tren y 4) Lavado. *sefiala las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05;n =
7;prom + SE).
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Una vez que se han presentado los efectos de RVTL en tejido de ratones pretratados con  3-
NP. Se deseaba analizar a que mecanismo (presinaptico o postsinaptico) puede ser atribuido el
efecto que el RVTL ejerce sobre la actividad sinaptica estriatal, por esta razon se analizo el
cociente de S2/S1 para evaluar el cambio en la en las corrientes de decaimiento de las espigas
poblacionales en las distintas fases del experimento. La medicion fue obtenida al evaluar la
suma de corrientes individuales relacionadas con la apertura o cierre de canales en la terminal
sinéptica (Figura 15). En el caso particular de la administracion de RVTL en tejido dafiado, el
andlisis de pulso pareado muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre
ninguna de las fases de los experimentos realizados bajo estas condiciones (Control1.052 +
0.139;RVTL 1.043 + 0.201; Post-Tren= 1.440 + 0723; Lavado= 1.314 + 0.389) Sin
embargo, puede observarse un ligero incremento del cociente S2/S1 en las fases Post-Tren y
Lavado respecto las fases control y RVTL. Este cambio en el cociente S2/S1 una vez aplicado
el tren HFS, puede indicar que el RVTL al igual que en tejido sano ejerce un efecto sobre la
postsinapsis. Estos resultados indican que los efector del Resveratrol en el tejido proveniente

de animales tratados con 3-NP es postsinaptico.

Figura 15. Cociente de “protocolo de pulso

35+ ) pareado (S2/S1) en presencia de RVTL antes y

] promedio después del tren de alta frecuencia en tejido
304 a —— tratado con 3-NP- Depresion a Largo Plazo (LTD)
2.5_- S El cociente de S2/S1 fue obtenido del promedio de

los dltimos 10 min de cada fase de los ensayos
realizados con rebanadas de cerebro tratadas con 3-
NP. Los andlisis estadisticos muestran que no hubo
diferencias significativas en el cambio del cociente
S2/S1 entre ninguna de las fases de los experimentos.
Sin embargo, se observa un ligero incremento en el
cociente S2/S1 de las fases posteriores al tren HFS.
1 Las lineas punteadas representan cada experimento
0.5 promediado, mientas que la linea solida muestra el
promedio del cociente de pulso pareado del total de
la muestra. (p > 0.05;n = 7)

S2/s1
o
1 N

0.0

T M 1 M
Control RVTL Post-Tren Lavado

41



5.7 LTP inducida por HFS en presencia de RVTL dentro del modelo de
neurodegeneracion por 3-NP

De los experimentos realizados con tejido obtenido de ratones pretratados con 3-NP en los que
fue administrado RVTL (10uM), solo 30% de los experimentos (n=3) mostraron un incremento
de la respuesta sinaptica posterior al tren HFS (Figura 16) en presencia del RVTL, es decir en
estos experimentos el RVTL, no recuper0 la plasticidad estriatal. Al comparar la amplitud
media de la fase control (100.384 + 5.362%) con la amplitud media de la respuesta neuronal
en presencia de RVTL (117.827 £+ 3.402%) se observas diferencias estadisticamente
significativas ( tz) = —13.059;p < 0.05), la respuesta incrementdé un 17.443 + 6.265%
respecto de la fase control al administra RVTL. Este mismo efecto también fue observado una
vez que se aplico el tren HFS, donde al comparar la amplitud media de la fase control con la
amplitud media de la fase posterior al tren HFS en presencia de RVTL (133.677 + 6.398%)
se registrd incremento significativo de la actividad sinaptica ( tp) = —16.363;p < 0.05),
siendo equivalente a 33.293 + 9.543%. Del mismo modo, al comparar la amplitud promedio
de la fase donde solo fue administrado RVTL y las fases posteriores al tren HFS se observaron
diferencias; el cambio observado en la amplitud de la respuesta de la fase RVTL respecto de la
fase posterior al tren HFS fue estadisticamente significativo ( te) = —8.702;p < 0.05)

observandose un incremento de la respuesta de 15.850 + 8.543%.

42



250 —
RVTL(10u.M)
200 | HFS
v
> ]
< 150
g
E. 100 — Py
50 -
o T N T N 1 I ' I N 1 ' 1
(o] 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)
b) c)
200

%k

dekok

Anrrplitud S1(%

100V

25ms

Post-Tren  Lavado

Figura 16. Efecto diferencial del resveratrol (RVTL) sobre actividad sindptica estriatal de tejido pretratado
con 3-NP: en a) se presenta el curso temporal de los experimentos realizados con tejido pretratado con 3-NP y a
los que les fue administrado RVTL. De color negro se muestra la amplitud promedio en la fase control y durante
el lavado de RVTL. De color azul se muestra la amplitud promedio de la respuesta sinaptica con la administracién
de RVTL y la actividad sinaptica posterior al tren HFS. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre todas las fases experimentales posteriores a la fase control (Control= 100.384 + 5.362%;RVTL=
117.827 + 3.402%; Post-Tren= 133.677 + 6.398%;Lavado= 113.753 + 5.068%). En b) se muestra el
promedio en barras de la amplitud de la respuesta de los ultimos 20 minutos de cada una de las fases del
experimento. Por Gltimo, en c) se muestran los trazos representativos de la actividad sinaptica del tejido tratado
con 3-NP en cada fase del experimento: 1) Control, 2) RVTL, 3) Post-Tren y 4) Lavado. *sefiala las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05; n = 3; prom + SE).
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Para analizar de manera mas precisa los efectos observados con la administracion de RVTL en
tejido tratadas con 3-NP, se realizo el anélisis del cociente de S2/S1 producto del pulso pareado,
en estas condiciones se observo que respecto a la fase control (1.000 + 0.0) el cociente S2/S1
mostro decremento en las fases RVTL (0.904 + 0.012) y Post-Tren (0.829 + 0.052),
estadisticamente significativo; (S2/S1 de 0.095 + 0.007 (t)= 13.607; p < 0.05) respecto del
control. Mientras que en segundo plano se observo una disminucion del cociente de pulso
pareado del 0.170 £ 0.030 (to)= 5.626; p < 0.05). Esta tendencia al decrementd del cociente
S2/S1 fue observada en presencia de RVTL y durante la fase posterior al tren HFS en la cual
el RVTL seguia presente en el bafio, y se elimind al lavarse.

Figura 17. Cociente de protocolo de pulso
pareado (S2/S1) en presencia de RVTL en

1.2 - sujetos tratados con 3-NP-Potenciacion a Largo

Pfo_ﬁ.lf?di() Plazo (LTP)

El cociente de S2/S1 fue obtenido del promedio de
* los altimos 10 min de cada fase experimental, en
los ensayos realizados en rebanadas tratadas con
3NP. El analisis muestra que se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en el
cambio del cociente S2/S1 en cada una de las fases
del experimento. Se observa una tendencia al
decrementd de la relacion S2/Slen las fases RVTL
y Post-Tren, pese a esto, el efecto se revierte en la
fase de Lavado de RVTL, donde el cociente de
pulso pareado muestra un incremento. Las lineas
punteadas muestran el total de experimentos
promediados, mientas que la linea continua
0.7 : . : . | . : . representa el promedio del cociente S2/S1 de las
Control RVTL Post-Tren  Lavado diferentes fases experimentales. *sefiala las
diferencias estadisticamente significativas. (p <

0.05;n = 3;prom + SE).
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Finalmente, para puntualizar el efecto de RVTL en la actividad plastica del estriado, se
analizaron los efectos del tren HFS sobre la actividad sinaptica poblacional en tejido pretratado
con 3-NP y al que también se le administré RVTL. Como se observa en la figura 18, el tejido
que ha sido expuesto al dafio cronico causado por 3-NP se registra un incremento de la actividad
sinaptica, especificamente, es posible observar que después del tren HFS se produce la LTP.
En la fase control, no se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar
ambos grupos (3-NP=99.7745 + 4.318%;3NP+RVTL= 100.827 + 1.739%), pero al
comparar los efectos registrados posteriores al tren HFS se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre la LTD generada en el grupo ~ 3-NP+RVTL y el grupo
la LTP observada en el grupo 3-NP (tay= 41.719;p < 0.05), donde la diferencia en la
amplitud media fue equivalente a 85.258 + 2.043%. (Figura 18).
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Figura 18. Comparacion del efecto de RVTL sobre la plasticidad sindptica inducida (LTD y LTP) en el
estriado en el modelo de neurodegeneracion por 3-NP: en a) se muestra el curso temporal de la actividad
sinaptica antes y después del tren HFS. Las diferencias en la amplitud de respuesta de los dos grupos: 1) Grupo
pretratado con 3-NP (color negro) y 2) Grupo pretratado con 3-NP + RVTL que desarrollo LTD (color azul),
muestran que la amplitud media de cada grupo en la fase de Post-Tren se modific6 significativamente (3NP- =
144.257 + 9.276%; grupo 3-NP+RVTL= 58.998 + 1.287%). En b) se muestra el promedio en barras de los
altimos 20 min de las fases control y Post-Tren ambos grupos. Por dltimo, en c¢) se presentan los trazos
representativos de las condiciones control (1) y Post-Tren (2) cada grupo experimental: el grupo 3NP (color negro)
y el grupo 3NP+RVTL con LTD (color azul) (p < 0.05;3NPn =5, 3NP + RVTLn = 7,E;prom + SE).
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5.8 Efecto de RVTL sobre la LTD inducida en la actividad sinaptica estriatal en

condiciones control y en el modelo de neurodegeneracion por 3-NP

En principio, es posible observar que en ambos grupos se observa una clara tendencia al
decremento en la amplitud sinaptica al administrar RVTL, asi como una LTD posterior a la
aplicacion del protocolo sindptica. HFS. Sin embargo, aunque los efectos son similares en
ambos grupos, los analisis muestran que en las fases posteriores al control (RVTL= 102.168 +
2.695%; 3-NP+RVTL= 100.827 + 1.739%), se observaron diferencias significativas. Por
ejemplo, en la fase donde fue administrado el RVTL, en ambos casos hay una leve disminucion
en la amplitud de la espiga poblacional, pero al comparar ambos grupos se observo que la
amplitud media del grupo 3-NP+RVTL fue un 2.553 + 1.058% menor a la amplitud media en
el grupo al que solo se le administr6 RVTL, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (tu6= 2.411; p < 0.05). Por otro lado, cuando se comparo la actividad sinaptica
de ambos grupos en la fase Post-Tren, se observo que la amplitud media del grupo RVTL fue
5.979 + 0.706% menor a la observada en el grupo 3-NP+RVTL, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (tius)= —8,469; p < 0.05). Por tltimo, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (tu6= 2.498; p < 0.05) al analizar la actividad sinaptica en la
fase de lavado, en la que la amplitud media del grupo RVTL fue un 2.233 + 0.893% menor a
la amplitud media del grupo 3-NP+RVTL.

Estos resultados sefialan que el RVTL actta de forma similar en ambos grupos experimentales,
participando de forma activa en la modulacion de la respuesta estriatal y procesos de plasticidad
sinaptica largo plazo, especificamente en la generacion de depresion a largo plazo. Por lo que
es posible inferir que el RVTL muestra un efecto neuroprotector sobre la fisiopatologia
provocada con el 3-NP; se puede observar que el dafio cronico inducido por esta neurotoxina
se traduce en un incremento significativo en la amplitud de la respuesta sinaptica, pero en
presencia de RVTL el efecto se invierte y se produce un decremento de la actividad similar al

observado en condiciones control.
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Figura 19. LTD inducida por RVTL posterior a la estimulacion de alta frecuencia (HFS) en condiciones
control y en el modelo de neurodegeneracion por 3-NP: en a) se muestra el curso temporal de los promedios
de dos grupos de experimentos: Experimentos realizados en condiciones control a los que fue administrado RVTL
(color negro) y experimentos realizados en tejido tratado con 3-NP a los que les fue administrado RVTL (color
azul). En ambos casos se observa una tendencia a la disminucién de la amplitud de la respuesta en presencia de
RVTL vy la generacion de LTD después del tren HFS. Se muestran encontraron diferencias significativas al
comparar ambos grupos (Diferencia de medias: control= 1.340 + 0.699%; RVTL=+ 2.553 + 1.058%; Post-
Tren=+5.979 + 0.706%; Lavado=x 2.233 + 0.893%). En b) se muestra el promedio en barras de la amplitud
de la respuesta en cada fase de los experimentos en los dos grupos. *sefiala las diferencias significativas entre las
medias de cada fase experimental. (p < 0.05; grupo RVTL n = 10, grupo 3NP + RVTL n = 7; prom + SE)
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Figura 21. Cociente de protocolo de pulso
2.5+ pareado (S2/S1) de experimentos a los que fue
—*—RVTL administrado RVTL en condiciones control y en
—*—3NP+RVTL el modelo de neurodegeneracion por 3-NP
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Para concluir con el andlisis, se analizé el cociente S2/S1 de ambos grupos experimentales para
observar las tendencias de cambio en la respuesta sinaptica dentro del protocolo de pulso
pareado (Figura 21). Los analisis estadisticos mostraron que no habia diferencias significativas
en ninguna de las fases experimentales (Grupo RVTL: control =102.168 +
2.695%, RVTL = 94.675 + 2.859%, Post — Tren = 53.019 + 2.968%, Lavado =

55.226 + 2.731%; Grupo 3NP+RVTL: control = 100.827 + 1.739%, RVTL = 92.122 +
3.920%, Post — Tren = 58.998 + 1.287%, Lavado = 57.459 + 3.052%), no obstante, en
ambos casos es posible observar que en las fases de Post-Tren y Lavado se registra un cambio
en el cociente S2/S1. De tal manera que, en ambos casos, la LTD inducida en presencia de
RVTL posterior al tren HFS puede ser atribuida a mecanismos postsinapticos, donde dicha
molécula participa tanto en la modulacién sinaptica como en los procesos de plasticidad
sinaptica a largo plazo, especificamente la depresion a largo plazo.
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DISCUSION

El presente trabajo fue realizado con el objetivo de evaluar los efectos del RVTL sobre la
actividad estriatal, asi como, su papel en la plasticidad sinaptica en poblaciones de neuronas
del nucleo estriado en un modelo de neurodegeneracion inducido por 3-NP. Los resultados
indican que el RVTL se involucra en menor medida en la modulacion de la actividad sinaptica
estriatal. Mientras que esta molécula muestra mayor efecto sobre la a plasticidad sindptica
inducida por el protocolo de estimulacion de alta frecuencia (HFS). Dichos resultados seran

discutidos a continuacion.

6.1 Modulacion de la actividad sinptica estriatal por RVTL

Se hareportado que los polifenoles, en este caso el resveratrol (RVTL), favorecen el desarrollo,
mantenimiento y recuperacion celular. Interfiriendo con los mecanismos celulares que
conducen al desarrollo del estrés oxidante (Bolliger et al., 2018), el deterioro cognitivo y
fisiolégico observado en condiciones neuropatologicas como lo son el Alzheimer y el
Parkinson, asi como, activando mecanismos de supervivencia celular (Jin et al., 2008; Lu et
al., 2008; Liu et al., 2019; Wicinski et al., 2020), el RVTL muestra una amplia gama de efectos

sobre la fisiologia del cerebro.

En el presente trabajo se observd que RVTL ejerce un efecto especifico sobre la modulacion
de la respuesta sinaptica poblacional en el estriado. En condiciones control la administracion
de RVTL (10uM) se favorece la generacion de LTD (Véase figura 10). Y cuando el RVTL es
agregado al registro de poblaciones neuronales obtenidas de ratones a los que se les habia
inducido dafio con el tratamiento cronico de 3-NP, recupera la LTD (véase figura 14). Se debe
recordar que una caracteristica de la fisiopatologia de la enfermedad de Huntington y otros
desordenes neuroldgicos, es justo una hiperactivacion de la respuesta neuronal en distintas
areas de los ganglios basales, como lo son el hipocampo y el nucleo estriado, consecuencia de
un déficit energético y del estrés celular y promueve la desorganizacion de circuitos neuronales
(Rodriguez et al., 2010; Mahdy et al., 2011; Gopinath y Sudhandiran, 2012; Alarcon et al.,
2017). Por lo que, los efectos obtenidos de ambos grupos experimentales; en los que existen
tendencias similares en cuanto a la fisiologia del estriado en presencia RVTL, permiten deducir
que la administracion directa de RVTL no solo previene el incremento patologico de la
actividad estriatal (que puede ser observado en la figura 13), ademas, recupera la actividad

sinaptica tipica del estriado en condiciones control (véase figura 19). Es probable que el
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potencial del RVTL como neuromodulador se encuentre asociado con mecanismos en la
presindpsis que inhiben la expresion de proteinas y/o genes asociados con la
neurodegeneracion, como el caso de los TRP en neuronas dorsales (Yu et al., 2013) o la
expresion de MALATY1, caracteristica en patologias como la enfermedad de Parkinson (Xia et
al., 2018).

En tejido dafiado por el 3-NP, el 70% de los experimentos realizados bajo recuperan la
plasticidad sinaptica estriatal (LTD) y s6lo en el 30% de los experimentos no hubo LTD por el
RVTL, manteniéndose la LTP patologica (véase figura 16). Con ello se refuerza la idea del
RVTL como restaurador de la plasticidad sindptica estriatal, ya que ante la lesion provocada
por el 3-NP en la mayor parte de los casos, posterior al tren HFS, se produjo una LTD similar
a la observada en tejido sano. No obstante, en menor proporcién se observé que aun en
presencia de RVTL la LTD del estriado no fue recuperada Reportes anteriores han sefialado
que el efecto mencionado puede ser atribuido a variaciones en la concentracion de este farmaco.
Por ejemplo, en ensayos realizados con concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 uM en cultivos
neuronales, se observd que concentraciones de 10 y 100 uM resultan ser mas efectivas para
inhibir la repuesta excitotoxica y favorecer la plasticidad sinaptica, especificamente la LTD.
Mientras que concentraciones de 0.1 y1 uM muestran un bajo efecto sobre la modulacion
sinaptica (Hsieh et al., 2019), y podrian relacionarse con la activacion de mecanismos que
activan. Es asi como, se puede deducir que el incremento observado de la actividad sinaptica
poblacional es producto de variaciones en la concentracion de RVTL, flujo inconstante de la
solucién, o bien, perdida de la efectividad del farmaco producto de oxidacién o

desnaturalizacion.

Ahora bien, los mecanismos que subyacen al efecto de RVTL sobre la modulacion de la
actividad sinaptica pueden relacionarse con la expresion de proteinas ubicadas en la
presinapsis, entre ellas la Munc-13, que ha sido descrita como una proteina esencial para la
regulacion y restauracion de las redes de comunicacion neuronal, asi como, por su papel en los
procesos de plasticidad sinaptica (Pany et al., 2017). Otra proteina que se relaciona con el
efecto neuroprotector y restaurador de RVTL en la presinapsis es la Bcl-2. Esta proteina,
ademas de favorecer la conservacion de la via nigroestriatal y de neuronas dopaminérgicas,
disminuye la expresion de proteinas como Bax y Caspasa3 en cuerpo estriado gque se encuentran
asociadas con mecanismos proinflamatorios y apoptaticos en la enfermedad de Parkinson (Liu
et al., 2019). La disminucién en produccion de radicales libres como COX-2, TNF y NOX2

(Jin et al., 2008; Carta et al., 2018), la inhibicion en la expresién de citocinas proinflamatorias
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(Levin y Godukin, 2017) y la restauracion de la produccion energética (ATP) (Shen et al.,
2020) son efectos que se suman a la capacidad del RVTL para restaurar la actividad sinaptica

estriatal.

En cuanto a los mecanismos presinapticos que son modulados por la administracion de RVTL
se destaca el papel de los receptores NMDA en la modulacion de la respuesta neuronal y en los
procesos de plasticidad sinaptica; en estudios donde se ha evaluado el efecto antinflamatorio y
antioxidante de RVTL sobre el dafio neuronal, se ha observado que la activacion de los
NMDA/NR2B y los NMDA/NR2A resulta de vital importancia para favorecer la
supervivencia y mantenimiento de la comunicacion neuronal (Imamura et al., 2016). La
activacion de proteinas como PKC y enzimas como AMPK, es mediada por la activacion de
canales dependientes de voltaje como los NMDAR (Kim et al., 2010; Menard et al., 2013). Sin
embargo, destaca el papel de proteinas como es SIRT1 en la restauracion de la comunicacion
sinaptica en condiciones de aprendizaje, o bien, cuando se ha generado dafio en la fisiologia de
las sinapsis; esta proteina tiene como caracteristica principal participar en el silenciamiento o
expresion genética (Rosales et al., 2016) y actualmente se sabe, aumenta su expresion en
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. La administracion (o tratamiento) con
RVTL induce a un incremento de la expresion de SIRT1, la cual en consecuencia y de forma
secundaria disminuye la expresion de ERS y UPR, vias de sefializacion que se encuentran
ligadas con la apoptosis y el dafio celular (Wang et al., 2018), y favorece el incremento en la
expresién de moléculas como el superdxido dismustasa-2 (SOD2) (Lin et al., 2018; Shen et al.,
2020).

Por altimo, debe mencionarse que, aunque la relacion RVTL-SIRT1 no es del todo clara, se ha
documentado su participacion en otras vias de sefializacion activadas cuando el aprendizaje y
la memoria tienen lugar. En regiones como el hipocampo, el tratamiento con RVTL induce la
activacioén de la via cCAMP-CREB-BDNF, fundamental para los circuitos motores como para

el funcionamiento cognitivo y el procesamiento de la informacion (Wang et al., 2016).
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6.2 Potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD) inducidas por
RVTL

Otro de los objetivos del presente trabajo fue, evaluar el efecto de la administracion de RTVL
sobre la plasticidad sinaptica de neuronas glutamatérgicas del nicleo estriado, inducida por un
protocolo de estimulacion de alta frecuencia (HFS). Los resultados mostraron que en
condiciones control, al administrar el tren HFS la amplitud de la respuesta poblacional
decrementd, sin ser significativamente diferente a la actividad previa al tren HFS (véase figura
9). Sin embargo, cuando RVTL es administrado antes de aplicar el protocolo de plasticidad, se
observa que posterior al tren HFS la actividad sinédptica disminuye de forma significativa
siendo mantenida incluso durante la fase de lavado, consolidandose la LTD (véase figura 10).
Estos resultados sefialan que RVTL no solo participa en la modulacién de la actividad sinéptica
estriatal, sino que ademas incrementan el efecto del tren HFS sobre el tamafio de la LTD en
tejido sano (véase figura 12). Como se ha mencionado, el RVTL modula la actividad sinaptica
e induce la LTD en concentraciones que se encuentran en el rango de 1-10uM. Efecto que es

atribuido a la activacion de los NMDA en la presinapsis (Hsieh et al., 2019).

Por sus caracteristicas neurofisioldgicas el estriado funciona como un nucleo regulador de la
transmision sinaptica y, por lo tanto, al recibir estimulacién de alta frecuencia inhibe la
respuesta glutamatérgica excitatoria, lo cual se traduce en un decremento mantenido de la
respuesta poblacional. Ese efecto es producto de la activacion del sistema de retroalimentacion
negativa; mantenido por la activacién o inhibicién de corrientes dopaminérgicas reguladas por
los receptores a dopamina D1 y D2, junto con la activacion de mecanismo presinapticos
inhibitorios, este sistema mantiene la fisiologia del estriado evitando una sobre excitacién
(Bueno et al., 2011). En este caso, es posible suponer que la LTD generada es producto de la
activacion de los receptores NMDA ubicados en la postsinapsis que inhiben a los receptores
AMPA; estudios anteriores realizados en sinapsis orofaciales en ratas, destacan el papel de los
NMDA, enfatizando que el RVTL por su composicion muestra mayor afinidad a los NMDA
en comparacion a los AMPA ubicados en la presinapsis. EI RVTL al interactuar con los
NMDA, provoca un aumento en las corrientes activas por K*, disminuyendo la excitabilidad
de la neurona y en consecuencia limitando la liberacion de glutamato (Takehana et al., 2017;
Hsieh et al., 2019).

Ahora bien, en cuanto al efecto observado en registros realizados con tejido obtenido de ratones
tratados con 3-NP, se observaron efectos diferentes una vez que se administro el tren HFS; por

un lado, en la mayoria de los experimentos (7/10) se observo que la administracion de RVTL
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seguida del tren HFS generaba una LTD practicamente igual a la observada en los grupos
control. Solo en el 30 % de los experimentos, la administracion de RVTL seguida del tren HFS
no modifico la LTP que se produce en el tejido proveniente de animales tratados con 3-NP
(vease figura 18). Estudios previamente realizados, han destacado el papel de los receptores a
NMDA y AMPA en la generacion tanto de LTD como de LTP. Por ejemplo, se ha descrito que
tipicamente para la generacion la LTP, existen tres condiciones necesarias: 1) requiere de
estimulacion de alta frecuencia (HFS), lo que conduce a la activacion de los receptores NMDA
en la postsinapsis, 2) la entrada masiva de Ca*2 producto de la activacion de los NMDA, activa
a su vez la expresion de CAM (calmodulina), proteina encargada de modular la entrada y salida
de Ca*? en la sinapsis. La entrada masiva de calcio sumada a la activacion de CAM, conduce a
la 3) fosfoliracion o auto fosforilacion de los AMPA, los cuales muestran se expresan en la
membrana postsinaptica y favorecen el incremento de la respuesta. Por otro lado, la LTD
requiere de 1) estimulacion de baja frecuencia, la cual conduce a los NMDA una estrada masiva
de Ca*? en la postsinapsis, asi como 2) la activacion de las vias serina/treonina, las cuales
disminuyen la probabilidad de union del ligando con el receptor y al mismo tiempo limitan la
expresion de PPl y CAMKII. En consecuencia, estas condiciones en la membrana conducen a
la 3) fosforilacion de P38 MAPK, favoreciendo la endocitosis de los AMPAR. Reflejandose
asi en el decremento de la respuesta sinaptica (Ashby et al., 2004; Levin y Godukhin, 2017;
Sibarov y Antonov, 2018).

No obstante, es posible que tanto el LTD como LTP dependan no solo de la activacion o
inhibicion de los receptores NMDA-AMPA, sino que en el caso especifico de los NMDA la
diferencia en el efecto pueda ser atribuida a la activacion de subtipos de este receptor. Por
ejemplo, en estudios en los que fue evaluado el efecto de RVTL sobre la activacion de los
subtipos de los receptores NMDA (NR1/NR2A, NR1/NR2B, NR1/NR2C y NR1/NR2D) en
hipocampo, se observo que el efecto de este antioxidante depende de: 1) el nivel de estrés
celular, entendido como lo es el deterioro provocado por la edad neuronal o bien por la
administracion de algin agente neurotdxico. 2) el nivel de concentracion de RVTL en el
cultivo neuronal. Y 3) la activacion de subunidades del receptor NMDA, especificamente la
NR2B-NMDA. Esta tltima participa de forma activa en la regulacion del Ca*2 extracelular e
intracelular, y con la estimulacion de alta frecuencia, es la responsable de inducir la LTD. De
hecho, la baja expresion de la subunidad NR2B es el comdn denominador en diversas

enfermedades neuroldgicas (Hsieh et al., 2019).
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Por otro lado, la hiper activacion de la respuesta estriatal que conduce a la LTP despues de la
estimulacion de alta frecuencia, ademaés de ser atribuida a variaciones en la concentracion de
RVTL, puede estar relacionada con la activacion adicional de otros sistemas de
neurotransmision que varian en funcion de la conformacion de cada sujeto. De forma particular
se ha reportado que en modelos experimentales que imitan la fisiologia del cerebro una vez
desarrollada la adiccion, se observa una activacion de los receptos a endocannabinoides CB1
que de forma indirecta regulan liberacion de glutamato en el estriado, favoreciendo la LTP. Se
debe recordar que el estriado es la zona con el mayor nimero de aferencias corticales del
cerebro medio, y en particular interactda con circuitos como el de motivacion-recompensa que
se encuentran ligados a la expresion cannabinoides (Fernandez, 2006; Morera et al., 2016;

Aguilera 'y Santamaria, 2016; Lépez, 2017).

Finalmente, estos andlisis parecen indicar que tanto la LTP como la LTD generadas en
presencia de RVTL dentro del modelo de neurodegeneracion por 3NP (véase figura 18), pueden
ser producto de mecanismos 0 presinapticos o postsinapticos que al interactuar con la
farmacocinética de las moléculas de RVTL, conducen a la activacion de vias secundarias
encargadas de la restauracion de la actividad sinaptica (como lo es SIRT1 o CREB). Mientras
que los efectos exitotdxicos de la LTP en el estriado pueden ser producto de fallas en el
reconocimiento del antioxidante, como es el caso de RVTL, consecuencia de alteraciones en la
concentracion del farmaco. Sin embargo, estos resultados parecen apoyar la hipotesis del
RVTL como un restaurador de la actividad sinaptica mas alld de solo ser un agente
neuroprotector; esto puede ser establecido al analizar los efectos de RVTL en la fisiologia del
estriado y observare que, sin la necesidad del pretratamiento, esta molécula posee la capacidad
de recupera la fisiologia tipica de areas como el estriado que ya mostraban dafio en sus
mecanismos de comunicacion. Donde es estudio de la expresion de SIRT1 y la activacién de
vias como PKA-CREB con la administracion crénica o aguda de RVTL, podrian ser la guia
para futuros experimentos (Valenti et al., 2016; Li et al., 2016).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se observo que la administracion aguda de RVTL en el registro
fisiolégico de la actividad glutamatérgica estriatal, modula la amplitud de la respuesta
en tejido sano y recupera la fisiolgica normal en tejido al que se le provoco dafio con

la administracion de 3NP

El efecto de RVTL en la modulacién sinaptica puede ser atribuido a mecanismos pre y
postsinépticos. Disminuyendo la amplitud de la respuesta poblacional patoldgica tanto

en grupos control como en los grupos con dafio indicado por 3NP

RVTL participa en la generacion de plasticidad sinaptica en el estriado. Favorece la
aparicion de procesos plasticos a largo plazo; induce el desarrollo de LTD en

condiciones control y experimentales

La administracion de RVTL en tejido obtenido de sujetos pretratados con 3NP, mostrd
una diferencia de efectos, donde en la mayoria de los ensayos RVTL funge como un
agente restaurador de la actividad sinéptica estriatal

Es posible que la diferencia de efectos tanto en la modulacion como en el protocolo de
plasticidad sinéptica sean producto de la conformacion estructural de receptores

NMDA ubicados en la presinapsis.

Se sugiere explorar el papel de RVTL como modulador de la actividad de los

receptores NMDA asi como de la expresion de SIRT
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