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Resumen.

Las tubulinopatias son un conjunto de mutaciones que afectan a las tubulinas, la
mutacion puntual del gen TUBB4A puede generar un tipo de leucodistrofia llamada
hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (H-ABC). Las
alteraciones motoras como son la ataxia y la distonia son signos comunes en esta
leucodistrofia. La rata taiep es el primer modelo de la tubulinopatia que afecta el gen
tubb4a, las imagenes por resonancia magnética muestran una hipomielinizacion con
atrofia del putamen y el cerebelo. El nombre taiep es un acronimo de los signos
motores que le afectan, como son: temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y paralisis.
El objetivo de este estudio fue el de evaluar los pardmetros del patrén de la marcha
en ratas taiep a los 21 dias postnatales (DPN) y hasta los 90 DPN, y tras la
administracion del agonista dopaminérgico inespecifico la apomorfina, del agonista
dopaminérgico D2 el pramipexol, del agonista dopaminérgico D2 el quinpirol y del
agonista sintético de la hormona liberadora de gonadotrofinas el acetato de

leuprolida, en ratas taiep macho adultas (90 DPN).

Los sujetos de investigacion fueron 85 ratas taiep macho de tres meses y seis ratas
taiep de 21 DPN, los grupos se dividieron en n=6 para el protocolo del analisis del
patrén de la marcha en el dia 21 postnatal (DPN) y en el 90 DPN. Otro de 25 sujetos
para el protocolo de administracion de acetato de leuprolida (n=5 para el grupo
control, n=5 para la dosis de 1.2 ug/Kg, n=5 para la dosis de 2.4 ug/Kg, n=5 para la
dosis de 10 ug/Kg y n=5 para la dosis de 30 pg/Kg. Otros 60 sujetos para el protocolo
de administracién de dopaminérgicos (n=6 para cada uno de los grupos control,
pramipexol a las dosis de 0.25, 0.5 y 1 mg/Kg; quinpirol a las dosis de 0.25, 0.5y 1
mg/Kg y de apomorfina a las dosis de 0.25, 0.5y 1 mg/Kg). Los registros de la macha
se realizaron mediante el equipo CatWalk™ (Noldus Technologies, Paises Bajos). El
patréon y secuencia de la marcha se realizaron con el programa CatWalk 9.1™. Los
pardmetros analizados fueron: longitud de zancada, fase de soporte, fase de

balanceo, cadencia, coordinacién y velocidad.



La administracion de apomorfina a la dosis de 0.5 mg/Kg disminuye la fase de soporte
(P<0.05), a la dosis de 1 mg/Kg disminuye la fase de balanceo (P<0.05) y la dosis de
1 mg/Kg aumenta la coordinacion del patrén de la marcha (P<0.05). El pramipexol a
las dosis de 0.5y 1 mg/Kg disminuye la fase de soporte (P<0.05) y a la dosis de 0.25
aumenta la coordinacién del patron de la marcha (P<0.001). El quinpirol a las dosis
de 0.25 y 0.5 mg/Kg disminuye la fase de balanceo (P<0.05), a la dosis de 0.25
aumenta la coordinacion (P<0.001) y la velocidad el patron de la marcha (P<0.05).
El acetato de leuprolida disminuye la fase de soporte de las extremidades posteriores
(P<0.001) y aumenta la longitud de la zancada en las extremidades posteriores
(P<0.05) en todas las dosis empleadas, a la dosis de 0.25 y 10 pug/Kg aumenta la

velocidad del patron de la marcha.

En conclusiéon, la administracion de la apomorfina, pramipexol y quinpirol son
capaces de mejorar las fases de soporte, balanceo y la coordinacion del patron de la
marcha. El acetato de leuprolida mejora la fase de soporte, la longitud de la zancada
y la velocidad del patron de la marcha. El estudio de los agonista dopaminérgicos y
del agonista sintético de GnRH el acetato de leuprolida puede emplearse como un
futuro tratamiento para los signos motores de los pacientes con tubulinopatia H-ABC

y con otras patologias desmielinizantes.



Abstract

Tubulinopathies constitute a group of mutations affecting tubulin proteins. In
particular, a point mutation in the TUBB4A gene can lead to a form of leukodystrophy
known as hypomyelination with atrophy of the basal ganglia and cerebellum (H-ABC).
Motor impairments such as ataxia and dystonia are common clinical features in this
leukodystrophy. The taiep rat represents the first animal model of tubulinopathy
involving the TUBB4A gene; magnetic resonance imaging reveals hypomyelination
accompanied by atrophy of the putamen and cerebellum. The term “taiep” is an
acronym derived from the motor signs observed in this model: tremor, ataxia,
immobility, epilepsy, and paralysis. The aim of the present study was to evaluate gait
parameters in taiep rats at 21 days postnatal (PND) up to 90 PND. This evaluation
was carried out following the administration of the nonspecific dopaminergic agonist
apomorphine, the D2 dopaminergic agonists pramipexole and quinpirole, and the
synthetic gonadotropin-releasing hormone (GnRH) agonist leuprolide acetate in adult
male taiep rats (90 PND).

A total of 85 three-month-old male taiep rats and 6 taiep rats at 21 PND were used
as research subjects. For the gait analysis protocol, groups of n = 6 were established
for evaluations at both 21 PND and 90 PND. An additional cohort of 25 subjects was
designated for the leuprolide acetate administration protocol, with n = 5 assigned to
the control group and n = 5 to each of the following doses: 1.2 ug/Kg, 2.4 pg/Kg, 10
Mg/Kg, and 30 ug/Kg. A further 60 subjects were allocated to the dopaminergic
administration protocol, with n = 6 per group. In this protocol, pramipexole, quinpirole,
and apomorphine were administered at doses of 0.25, 0.5, and 1 mg/Kg, respectively.
Gait recordings were acquired using the CatWalk™ system (Noldus Technologies,
The Netherlands), and gait patterns and sequences were analyzed with the CatWalk
9.1™ software. The parameters assessed included stride length, stance phase, swing

phase, cadence, coordination, and gait velocity.

Regarding the results, administration of apomorphine at a dose of 0.5 mg/Kg resulted

in a significant decrease in the stance phase (P < 0.05); at 1 mg/Kg, apomorphine
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significantly reduced the swing phase (P < 0.05) and enhanced the coordination of
the gait pattern (P < 0.05). Pramipexole, when administered at doses of 0.5 and 1
mg/Kg, significantly decreased the stance phase (P < 0.05), whereas a dose of 0.25
mg/Kg improved gait coordination (P < 0.001). Quinpirole at doses of 0.25 and 0.5
mg/Kg elicited a significant reduction in the swing phase (P < 0.05); additionally, at a
dose of 0.25 mg/Kg, it significantly increased both coordination (P < 0.001) and gait
velocity (P < 0.05). Leuprolide acetate decreased the stance phase of the hind limbs
(P < 0.001) and increased the stride length in the hind limbs (P < 0.05) across all
doses tested; at doses of 0.25 and 10 pg/Kg, it also significantly increased gait

velocity.

In conclusion, the administration of apomorphine, pramipexole, and quinpirole
improves the stance and swing phases as well as gait coordination, whereas
leuprolide acetate enhances the stance phase, stride length, and gait velocity. These
findings suggest that dopaminergic agonists, in conjunction with the GnRH agonist
leuprolide acetate, may serve as a prospective treatment for the motor deficits
observed in patients with H-ABC tubulinopathy and other demyelinating disorders.



Introduccion.

Las mutaciones en los genes de la tubulina pueden alterar la funcién y arquitectura
tipicas de los microtubulos, lo que resulta en intrincados trastornos congénitos y
progresivos del desarrollo neurolégico que estan marcados por malformaciones
cerebrales significativas (Maillard y cols., 2023). Estas afecciones son poco
frecuentes, y aunque las capacidades diagnosticas han avanzado en los ultimos afios
debido a la implementacion de nuevas metodologias de secuenciacion del genoma
o del exoma y de los conocimientos obtenidos por medio las imagenes por
resonancia magnética (IRM), los médicos aun enfrentan dificultades para
diagnosticar y manejar estos trastornos. Existen instancias documentadas de poco
mas de 200 casos a nivel mundial, y el empleo de modelos animales, junto con
investigaciones in silico e in vitro, son esenciales para dilucidar los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes y para idear una estrategia terapéutica efectiva que

mitigue sus distintas manifestaciones clinicas.

Leucodistrofias.

Las leucodistrofias representan una categoria de trastornos de la materia blanca del

sistema nervioso central, con o sin afectacién en el sistema nervioso periférico, de
origen genético y se caracterizan en gran medida por su curso progresivo. La
designacion “leucodistrofia” se deriva de las raices griegas, con “leuco” que significa
blanco y “distrofia” denotando una forma de deterioro o degeneracion; por lo tanto,
son enfermedades que presentan una degeneracion de la materia blanca. Las
leucodistrofias, si bien se observan con poca frecuencia, afectan colectivamente a 1
de cada 7,000 habitantes (Schmidt y cols., 2020).

La instancia documentada inaugural de una patologia hereditaria de la materia
blanca del sistema nervioso se remonta a 1910, cuando tanto los doctores Pelizaeus

como Merzbacher caracterizaron de manera independiente una forma difusa, cronica
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y progresiva de esclerosis hipomielinizante, que estuvo marcada por la existencia de
un endurecimiento esclerdtico dentro de la materia blanca del sistema nervioso
central (Pelizaeus y cols., 1910, Merzbacher y cols., 1910). Por lo que la primera
leucodistrofia caracterizada clinicamente fue bautizada como Pelizaeus-Merzbacher.
Setenta y cuatro afios después, un nuevo padecimiento identificado como esclerosis
familiar difusa, se caracterizO como un trastorno hereditario que impacta
predominantemente a la mielina o a las células de la oligodendroglia, con presencia

de un deterioro funcional progresivo (citado por Morell y cols., 1984).

En la actualidad, debido a las innovaciones tecnolégicas pertenecientes a nuevas
metodologias de deteccion y a la categorizacion de un conjunto sustancial de nuevas
entidades, la conceptualizacion de las leucodistrofias ha evolucionado y segun un
consenso entre los investigadores de la Red de Ensayos Clinicos de la Iniciativa
Mundial contra la Leucodistrofia (GLIA-CTN, por sus siglas en inglés; Vanderver y

cols., 2015) concluyen que:

“Las leucodistrofias son trastornos hereditarios que afectan a la sustancia blanca del
sistema nervioso central con o sin afectacion del sistema nervioso periférico. Estos
trastornos tienen en comun anomalias en las células gliales o en la vaina de mielina.
Cuando se conoce, la neuropatologia se caracteriza principalmente por la afectacién
de los oligodendrocitos, los astrocitos y de otros tipos de células no neuronales,
aunque en muchos trastornos el mecanismo de la enfermedad sigue siendo
desconocido, y en otros casos se sospecha que incluye una patologia axonal

significativa.”

Dentro de los avances tecnoldgicos en las metodologias de diagndstico se incluye la
secuenciacion genoma-exoma de préxima generaciéon y el cribado neonatal, junto
con la técnica establecida de imagenes por resonancia magnética (IRM), se han
identificado mas de 30 nuevas leucodistrofias en la ultima década (van der Knaap y
cols., 2019; van der Knaap y cols., 2017; Wolf y cols., 2021; véase Figura 1). En
consecuencia, el enfoque tradicional y prevalente para categorizar estos trastornos
es como leucodistrofias desmielinizantes y leucodistrofias hipomielinizantes que se

pueden observar en las IRM (Schmidt y cols., 2020; Wolf y cols., 2021).
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En el contexto de las leucodistrofias desmielinizantes, se puede identificar una
irregularidad caracterizada por la presencia de una sefial T2-hiperintensa junto a una
correspondiente hipointensidad T1 dentro de las regiones de la materia blanca
implicadas con los métodos de analisis asociados a las IRM. En el caso de las
hipomielinizantes se observa hiperintensidad T2, acompafiada de diversa

hipointensidad T1 supeditada al grado de mielinizacion (Adang y cols., 2022).

A VWM
AGS r-Difuso {LD en etapa terminal
) Subcortical== Canavan
MDL VIV Quistes S Periventricular MLD
AxD Krabbe
Krabb
VWM ervios craneales —— Cerebelo y trénco { (};')I('é
: S s Joenitnzans [cons B
anavan
AGS ==Multifoca k= Temporal —AGS
AxD
MDL
Vanzc;\jntis S~ Gran focal = Frontal AGS
raras de Ax Variante frontal X-ALD
X-ALD

\_ . . .
Parieto OCCIpItal{Krabb e

AG PMD
Tronco encefilico
Y Global | _{pMLD

Hipomielinizante

H-ABC

AGS
H-AB C} Ganglios basales o

Figura 1. Clasificacion de las leucodistrofias de acuerdo con los hallazgos

obtenidos mediante las IRM. A) Leucodistrofias desmielinizantes. B) Leucodistrofias
hipomielinizantes. H = sindrome 4H; AGS = Sindrome de Aicardi-Goutieres; ALD =
adrenoleucodistrofia; AxD = enfermedad de Alexander; CTX = xantomatosis cerebrotendinosa; HABC
= Hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y del cerebelo; LD = Leucodistrofia; MLD =
Leucodistrofia metacromatica; PMD = Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher; PMLD = Enfermedad
similar a Pelizaeus-Merzbacher; VWM = Enfermedad de la sustancia blanca que se desvanece; X-

ALD = Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X. Modificado de Adang y cols., (2020).

11




Por el contrario, Van de Kaap y sus cols., introdujeron un novedoso sistema de
clasificacion basado en la patologia celular en concomitancia de los hallazgos
obtenidos por IRM, las cuales se muestran resumidas en la tabla 1 (Van der Kapp y

cols., 2017). Esta terminologia permite la categorizacion de las leucodistrofias en:

e Trastornos de la mielina: se afectan principalmente a los oligodendrocitos y a
la mielina, se incluyen los trastornos hipomielinizantes, desmielinizantes y las
patologias con vacuolizacion de la mielina.

e Trastornos de la sustancia blanca: constituyen modificaciones o
anormalidades en los constituyentes genéticos que conforman a los astrocitos,
a los que también se hace referencia como astrocitopatias.

e Leuco-axonopatias: alteracibon de la materia blanca resultantes de
anormalidades en estructuras neuronales o axonales.

e Microgliopatias: comprende los trastornos de la materia blanca resultantes de
anormalidades en determinadas expresiones de genes microgliales.

e Leuco-vasculopatias: se refiere a las alteraciones genéticas de la sustancia
blanca derivadas de una patologia vascular.

Tabla 1. Clasificacion de las leucodistrofias.

Enfermedad Gen/ Herencia Prevalenci Sistema Clasificacion Clasificacion
proteina a afectado Histdrica funcional
afectada (Radiografica)

Errores congénitos del metabolismo

Adrenoleucodistrofia ABCD1/Casetede Ligado al  1/14,000- Peroxisoma, Desmielinizacion Trastorno

ligada al cromosoma X encuadernacién cromosoma X 17,000 en metabolismo de la mielina
(X-ALD) ATP (las hombres de los lipidos (desmielinizacién)
, subunidad D portadoras
femeninas
pueden verse
afectadas)
Leucodistrofia G GALC/ Autosomico 1-5/100,000 Lisosoma, Desmielinizacion, Trastorno
células Galactosil- recesivo metabolismo  vacuolizacién de de la mielina
globoides (Krabbe) ceramidasa de los lipidos  mielina (desmielinizacion)
Leucodistrofia ARSA/ Autosémico 1/40,000— Lisosoma, Desmielinizacion Trastorno
A e =R L) Arilsulfatasa A recesivo 160,000 metabolismo de la mielina
de los lipidos (desmielinizacién)
Enfermedad de Fabry [WARCY:V2 Ligado al  1/20,000— Lisosoma, Hipomielinizacién Secundario
(FD) a-galactosidasa cromosoma X 40,000 Metabolismo (depdsitos de
(las  mujeres de los lipidos glicoesfingolipidos)
portadoras
pueden verse
afectadas)
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Xantomatosis
cerebrotendinosa
(CTX)

Sindrome de Sjogren-
Larsson (SLS)

Enfermedad
Pompe

Enfermedad
Canavan

Trastornos de
biogénesis
peroxisomal
(sindrome
Zellweger,
leucodistrofia
neonatal
enfermedad
Refsum infantil)

Trastornos de la transcri|

Neuropatia
hipomielinizante
periférica congénita,
desmielinizacion
central

Waardenburg-
Hirschsprung

Sindrome de Aicardi-
Goutieres

Ataxia infantil con
hipomielinizacion del
S\[¢)

enfermedad de Ila
sustancia

blanca evanescente
(CACH/VWM)

Citoesqueleto

CYP27A1/
enzima
mitocondrial
Esterol 27-
hidroxilasa

FALDH
(ALDH3A2) /
Aldehido

graso
deshidrogenasa

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

GAA/ Autosémico

acido o-  recesivo

glucosidasa

ASPA/ Autosémico

aspartoacilasa recesivo

PEX1/Factor de Autosémico

biogénesis recesivo

peroxisomal 1

)/traducci le ARN/ADN

SOX10/S0X10 Autosomico
dominante

ADAR, TREX1,  Autosémico

RNASEH?2A, recesivo o

RNASEH?2B, dominante

RNASEH2C,

SAMHD1, IFIH1

EIF2B1- Autosémico

5/subunidades recesivo

del factor de
iniciacion de la
traduccion elF2B

1/50,000—
1,000,000

1/250,000

1/40,000

1/100,000

1/50,000

<1/
1.000.000

1-5/10,000

De 1 a 4/
1.000.000 de
nacimientos

Metabolismo
de los lipidos
(colesterol)

Metabolismo
lipidico

Lisosoma,
Metabolismo
del
glucégeno

Ausencia de
sintesis  de

lipidos de
mielina
Ensamblaje
de

peroxisomas

Desarrollo de
la mielina

Genes de la
nucleasa

Muerte
celular
aislada  de
oligodendroc
itos y
astrocitos

Atrofia cerebelosa
y cerebral

Atrofia cerebral

Desmielinizacién

Espongiforme
(vacuolizaciéon de
mielina)

desmielinizacion

Hipomielinizacién

calcificaciones
intracerebrales

, atrofia cerebral,
quistes
temporales

hipomielinizante

Secundario
(acumulacion de
derivados del
colesterol)

Secundarios
(acumulacién de
alcoholes y aldehidos
grasos)

Secundario a la

acumulacion de
glucégeno.

Trastorno

de la mielina

(vacuolizacién)

Trastorno de la
mielina

Trastorno de la
mielina

Astrocitopatias

Astrocitopatias
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Enfermedad
de Alexander

Leucodistrofia
hipomielinizante

con

atrofia de los
ganglios basales y el
cerebelo

(H-ABC)

Trastornos de la mielina

GFAP/proteina &
cida fibrilar glial

TUBB4A/tubulina
B-4A

Autosémico
dominante

Autosémico
dominante

1/
1,000,000
nacimientos

Desconocido

Acumulacion
de GFAP
en las
fibras de
Rosenthal

Alteracion de
la dindmica o
estabilidad

de los
microtubulos

Hipomielinizacion
espongiforme

Hipomielinizacion,
putamen pequefio
0 ausente, atrofia
cerebral y
cerebelosa

Astrocitopatias

Leuco-axonopatia

Enfermedad de
Pelizaeus-Merzbacher
(PMD, HLD1)

Enfermedad similar a
Pelizaeus-Merzbacher

(PMLD)

Leucodistrofia
hipomielinizante
(HLD3)

Fucosidosis

Hipomielinizacion con
catarata congénita
(CHC)

PLP1/
proteina
proteolipida

GJC2/proteina de
union gap,
gamma-2 y otras
(HSPD1,
FAM126A,
POLR3A, POLR3B,
RARS,  PYCR2,
POLRIC,

VPS11, SLC16A2)

AIMP1/Proteina
multifuncional 1
que interactua
con el ARS

FUCA1/alfa
fucosidasa

FAM126A (DRCT
NNB1A) /
Hyccin

Ligado

al  1/100,000

cromosoma X

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Desconocido

Desconocido

<1/200.000
nacimientos

Desconocido

Trastorno de
la proteina
mielina

Uniones de
separacion

Hiperfosforil
acion de
proteinas de
neurofilame
ntos

Lisosoma

Produccion
de mielina

Hipomielinizacién
difusa
espongiforme

Hipomielinizacién
difusa

Atrofia  cerebral,
hipomielinizacion

Hipomielinizacién,
atrofia cerebral y
cerebelosa

Hipomielinizacion,
atrofia de la
sustancia

blanca

Trastorno
de la mielina
(hipomielinizacion)

Trastorno
de la mielina
(hipomielinizacién)

Leuco-axonopatia

Leuco-axonopatia
(oligodendrocitos)

leuco-axonopatia
(oligodendrocitos)

Se muestra la clasificacion propuesta de acuerdo con la patologia celular, los hallazgos por IRM, la

incidencia y el gen asociado. AGAL: gen de la a-galactosidasa; ARDA: &cido ribonucleico especifico

de la adenosina desaminasa; CACH: ataxia infantil con hipomielinizacion del sistema nervioso central;

CTX: xantomatosis cerebrotendinosa; FD: enfermedad de Fabry; GAA: acido a-galactosidasa; GALC:

galactosilceramidasa; MLD: leucodistrofia metacromatica; PEX1: factor de biogénesis peroxisomal

tipo 1; SNC: sistema nervioso central; SLS: Sindrome de Sjogren-Larsson; RNASEH2A: subunidad a
de la ribonucleasa H2; RNASEH2B: subunidad b de la ribonucleasa H2; RNASEH2C: subunidad ¢ de

la ribonucleasa H2; TREX1: exonucleasa de reparacién primaria tipo 1; VWM: enfermedad de la

sustancia blanca evanescente. Modificado de Van der Kaap y cols.,( 2017).
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Hasta 1997 se habia estimado la incidencia de los pacientes con leucodistrofias y el
rango era relativamente amplio desde de 1 en cada 5,000 hasta 1 en cada 50,000
nifos nacidos vivos (Heim y cols., 1997). Sin embargo, estudios epidemioldgicos
recientes describen que la incidencia global es de 1 por cada 7,663 nifios nacidos
vivos, la mortalidad ronda el 34% de los casos, la edad media es de tan solo 8.2 afios
y la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher se coloca como la entidad mas comun y
siendo los costos promedio al afio por cada paciente de alrededor de 22,579 doélares
(Bonkowsky y cols., 2010). Sin embargo, en un estudio de cohorte retrospectivo para
determinar la frecuencia relativa empleando técnicas de secuenciacion de nueva
generacion en Estados Unidos de América (véase la Figura 2), identificaron que las
leucodistrofias mas comunes son la adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (X-
ALD, de sus siglas en inglés), seguida de la leucodistrofia metacromética (MLD, de
sus siglas en inglés), la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher (PMD, de sus siglas
en inglés), el sindrome de Aicardi Goutieres (AGS, de sus siglas en inglés) y la
leucodistrofia asociada al gen TUBB4A (Schmidt y cols., 2020).

TREX1, RNASEH2A,
RNASEH2B, RNASEH2C,
SAMHD1, ADAR, IFIH1

POLR1C, POLR3A,
POLR3B

TUBB4A

Figura 2. Frecuencia porcentual de diversas leucodistrofias. La frecuencia relativa

de los casos identificados en la secuenciacion del exoma y de un solo gen en 332 casos de

leucodistrofia en los Estados Unidos de América. Modificado de Schimidt (2020).
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En México se ha reportado que la X-ALD es la leucodistrofia mas comun, seguida de

la MLD y la enfermedad de Canavan (Mejia-Santos y cols., 2011). Sin embargo, se

han reportado casos clinicos de manera aislada de la leucoencefalopatia

megalencefalica con quistes subcorticales, enfermedad de Alexander y de la

hipomielinizacién con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC, de sus

siglas en inglés; Garduno-Robles y cols., 2019; Lopez-Juarez y cols., 2021).

El cuadro clinico de las leucodistrofias es heterogéneo y depende de la edad de

inicio, sin embargo, existe un escenario clinico similar el cual se caracteriza por

manifestaciones clinicas neuroldgicas y no neuroldgicas, como se muestra en la

Tabla 2.

Tabla 2. Cuadro clinico en los pacientes con leucodistrofias.

Manifestaciones clinicas en los pacientes con leucodistrofias

Manifestaciones neuroldgicas

Alteraciones

motoras

Disautonomia

Alteraciones
cognitivas

Alteraciones
psiquiatricas

Epilepsia

Retraso en las etapas del desarrollo motor (hipomielinizante)
Disminucion en las habilidades motoras (desmielinizante)
Espasticidad, distonia, alteracién en la marcha, ataxia.
Alteracion en diferentes sistemas incluido el cardiovascular,
gastrointestinal, renal.

Se presenta principalmente en pacientes adolescentes y
adultos

Retraso en las etapas del desarrollo cognitivo.

Trastorno de hiperactividad y déficit de atencién en X-ALD.
Ansiedad, depresion, dolor cronico, aislamiento social,
irritabilidad, etc.

Pueden presentarse como signo tardio en las leucodistrofias
Signos principales MLD y VWM (enfermedad de la sustancia
blanca que se desvanece). También se ha mostrado en la

enfermedad de Alexander, enfermedad de Canavan, la
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leucodistrofia ligada al cromosoma X, la enfermedad de
Krabbe, la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher y la
enfermedad H-ABC.

Alteracion  del Neuropatia periférica con disminucion de los reflejos

SNP tendinosos en MLD y enfermedad de Krabbe.

Otras Macroliscencefalia, microliscencefalia, nistagmo

En general en las leucodistrofias los tratamientos farmacolégico tienen un enfoque
para mitigar los sintomas ocasionados por la hipotonia, la espasticidad, la epilepsia,
el dolor cronico y los trastornos del suefio (Van der Knaap y cols., 2019). Sin
embargo, el avance en los ultimos afios en la clinica y en la biomédica ha promovido
la busqueda de nuevas opciones de tratamiento como son: la terapia génica (Eichler
y cols., 2017; Leone y cols., 2012), la terapia con oligonucleétidos antisentido (Finkel
y cols., 2021), la edicidon genética basada en CRISPR/Cas 9 (Liang y cols., 2017) y
las terapias basadas en células madre (Mahmood y cols., 2007; Moser y cols., 2007).
Dentro del tratamiento no farmacoldgico se ha implementado el uso de cirugia de
cadera, cirugia de columna vertebral para tratar la escoliosis, asi como la fisioterapia
mediante un plan de ejercicios terapéuticos y el uso de agentes fisicos como la
electroterapia, el laser terapéutico y el ultrasonido (Adang y cols., 2022).

En humanos las leucodistrofias mas comunes son:
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1. Enfermedad de Pelizaeus Merzbacher (PMD, por sus siglas en inglés):
enfermedad hipomielinizante que afecta al cerebro y la médula espinal. La
PMD afecta al cromosoma X en el gen PLP1 que codifica a la proteina
proteolipidica (PLP) tipo 1. Clinicamente se caracteriza por presentar
nistagmo, retraso en el desarrollo, hipotonia, ataxia, espasticidad, alteraciones
respiratorias y movimientos involuntarios (Van der Kaap y cols., 2017).

2. Enfermedad de Krabbe: también conocida como leucodistrofia de las células
globoides, es un trastorno que afecta a la sustancia blanca tanto del sistema
nervioso central (SNC) como del sistema nervioso periférico (SNP). Se trata
de una mutacion en el gen de la enzima lisosomal galactocerebrosidasa
(GALC, por sus siglas del inglés), afecta a la capacidad para degradar los
galactolipidos que se encuentran en la mielina, debido a la baja actividad
enzimética. Clinicamente se caracteriza por la presencia de debilidad
muscular, fiebre, alteraciones cognitivas, retraso en el desarrollo y postura

rigida (Wenger y cols., 2000).

3. Leucodistrofia metacromatica (MLD, por sus siglas en inglés): es un trastorno
autosomico recesivo que es causado por mutaciones en el gen ARSA que
codifica para la encima arilsulfatasa A (ASA). La disminucién en la actividad
de la ASA promueve la acumulacion de sulfatidas en el SNC y SNP
produciendo desmielinizaciéon. La MLD se clasifica en un tipo de inicio infantil,
juvenil y adulto, segun la edad de aparicidon de los signos y sintomas como lo
son: irritabilidad, ataxia, neuropatia periférica, disfagia y convulsiones

(Gieselman y cols., 2010).

4. Adrenoleucodistrofias (ADL): es la leucodistrofia mas comun en nifios y se
trata de un trastorno ligado al cromosoma X que afecta al gen ABCD1 que
codifica una proteina de la membrana peroxisomal, la cual pertenece a la
superfamilia de transportadores de unién al adenosin trifosfato (ATP), por lo

gue tiene un impacto en el SNC, glandulas supra renales y las células de
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Leydig de los testiculos. Las alteraciones estan relacionadas con la
acumulacion de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA, por sus siglas
en inglés) causada por una anomalia en la degradacion oxidativa en los

peroxisomas (Van der Kaap y cols., 2017).

5. Enfermedad con hipomielinizacion y atrofia de los ganglios basales y el
cerebelo (H-ABC, de sus siglas en inglés): es un trastorno relacionado con el
gen TUBBA4A, incluye un espectro fenotipico que va de la hipomielinizacion
aislada hasta la hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y
cerebelo. Los hallazgos neuroldgicos reportados incluyen la via piramidal, la

via extrapiramidal, el cerebelo y el bulbo raquideo (Norah y cols., 2016).

Los modelos animales han jugado un papel fundamental a lo largo de la historia para
dilucidar la fisiopatologia de diversos trastornos y facilitar la investigacion de
estrategias terapéuticas novedosas, siendo los modelos murinos de los mas
utilizados desde hace mas de un siglo. El raton Twitcher, caracterizado por una
mutacion del gen para la galactosidasa denominado Galc, se ha establecido como
un modelo animal ejemplar para la investigacion de la enfermedad de Krabbe (KD),
demostrando una desmielinizacion central y gliosis que se correlacionan con lo
descrito en la patologia humana (Duchen y cols., 1980; Suzuki y cols., 1995). Otro
biomodelo reportado es la rata taiep, que tiene una mutacién en el gen Tubb4a y
posee rasgos genéticos y fenotipicos analogos a la leucodistrofia H-ABC humana
(Alata y cols., 2021; Carmen y cols., 2022; Garduno-Robles y cols., 2019), por lo que
es el principal modelo de estudio para esta tubulinopatia y que se describira con

mayor detalle en el presente escrito .

Por el contrario, la escasez de modelos naturales requiere el empleo de técnicas
genéticas en ratones manipulados que carecen (knock-out) o que sobre expresan
(knock-in) un gen especifico, las cuales han sido utilizadas para replicar diversas
patologias, incluyendo las leucodistrofias. Los biomodelos de enfermedades que

afectan a la mielina se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Modelos animales en las leucodistrofias.

Modelo

Enfermedad
relevante

Fenotipo

Referencias

Raton Twitcher

ASA knock-out

TREX1 knock-out

ABCD1 knock-out

Ratones
GFAP

Rata taiep

Ratén Shiverer

Enfermedad de
Krabbe

Leucodistrofia
metacromatica

Sindrome de
Aicardi-

Goutieres

Adreno-
leucodistrofia
ligada al
cromosoma X

knock-in Enfermedad de

Alexander

H-ABC

Leucodistrofias
dismielinizantes

central,
gliosis, infiltracion de células
globoides (macrofagos
multinucleados), debilidad
progresiva de las
extremidades posteriores,
reduccién de la
supervivencia
Acumulacién de

cerebroésido-3-sulfato,

gliosis, alteraciones
neuromotoras

Inflamacién  multiorganica
(miocarditis  inflamatoria),
reduccién de la
supervivencia

Reduccibn de la beta-
oxidacién de  VLCFA,

niveles elevados de VLCFA
saturados, anomalias de la
mielina a los 15 meses

Formacion de fibras de
Rosenthal, aumento de la
expresion de la GFAP,
reactividad de los astrocitos

Hipomielinizacion con
presencia de atrofia en los

ganglios basales y el
cerebelo.

Alteracion en los
oligodendrocitos por

mutacion en la MBP.

Desmielinizacion

Duchen y
cols., 1980;
Suzuki y cols.,
1995.

Hess y cols.,
1996

Morita y cols.,
2004.

Pujol y cols.,
2002.

Hageman vy
cols., 2006.

Gardufo-
Robles 2020;
Alata y cols.,
2021.

Mikoshiba vy
cols., 1992,
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Rata temblorosa Enfermedad de Vacuolizacion en la mielina. Hofker y Van

Canavan Deursen,
2011.

Rata deficiente de Enfermedad de Dismielinizacion por Csiza y cols.,

mielina Pelizaeus- mutaciéon en PLP 1979
Merzbacher

Ratén Jimpy Enfermedad de Dismielinizacion por Nussbaum vy
Pelizaeus- mutaciéon en PLP cols., 1969.
Merzbacher

ASA: arilsulfatasa A; GFAP: proteina &cida fibrilar glial; H-ABC: hipomielinizacidn con atrofia de los
ganglios basales y el cerebelo; MBP: proteina basica de la mielina; PLP: proteina proteolipidica;

TREX1: exonucleasa de reparacion primaria tipo 1; VLCFA: 4cidos grasos de cadena muy larga.

El citoesqueleto.

Todos los organismos vivos, que abarcan una amplia gama de formas de vida
diversas, pueden clasificarse sisteméaticamente en funcion de su composicion celular
en dos categorias primarias, a saber, procariotas y eucariotas (Hohmann y cols.,
2019). Ante la observacion meticulosa de las células procariotas, que incluyen
predominantemente bacterias, bajo las capacidades avanzadas de un microscopio
electrénico, se puede discernir claramente la conspicua ausencia de un nucleo bien
definido; estos organismos se caracterizan por su notable capacidad para
reproducirse a un ritmo acelerado mediante un proceso conocido como fisién, que no
sélo facilita el intercambio genético sino que también les permite evolucionar a un
ritmo relativamente rédpido (Wiese y cols., 2000). Por el contrario, las células
eucariotas, que exhiben un mayor nivel de complejidad, presentan division a traves
del proceso de mitosis, y se distinguen por la presencia de membranas internas que
encierran el material genético, con lo que se forma un ndcleo estructurado, ademas
de esto, desarrollan estructuras especializadas denominadas organulos, las cuales
estan compartimentadas y funcionalmente segregadas en el citoplasma (Hohmann y
cols., 2019). En la década de los setenta, investigaciones pioneras demostraron de

manera concluyente que las células eucariotas estan equipadas con un sofisticado e
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intrincado ensamblaje de redes interconectadas integradas por polimeros
filamentosos y proteinas reguladoras, denominadas colectivamente citoesqueleto,
gue juega un papel esencial en mantener la integridad celular y facilitar diversos

procesos intracelulares (Wickstead y cols., 2011).

El citoesqueleto representa uno de los marcos mas intrincados y multifuncionales
dentro de la arquitectura celular, dado que juega un papel fundamental en una
multitud de procesos biolégicos esenciales que incluyen pero no se limitan a:
endocitosis, el intrincado proceso de division celular, la compleja dinamica del
transporte intracelular, la motilidad celular, la transmision de fuerzas mecanicas, la
resistencia contra diversas fuerzas externas ejercidas sobre la célula, adhesién
celular, la preservacion de la integridad celular, asi como la notable capacidad de las
células para someterse a adaptaciones morfoloégicas en respuesta a diversos
estimulos ambientales (Wickstead y cols., 2011). La ejecucion de estas funciones
multifacéticas se ve facilitada principalmente por la presencia de tres constituyentes
proteinicos predominantes que conforman el citoesqueleto: filamentos de actina, que
son cruciales para diversas formas de movimiento celular; microtibulos, que cumplen
funciones esenciales en la forma y transporte celular; y flamentos intermedios, que

proporcionan soporte estructural y estabilidad al marco celular.

e Los filamentos de actina: son los elementos mas pequefios con un diametro
aproximado de 6 nm y estdn compuestos por muchos monémeros llamados
G-actina formando una estructura que se asemeja a una doble hélice
denominada F-actina. Dentro de sus funciones esenciales es servir como
rieles para el movimiento de una proteina motora llamada actina, funcionan
como pistas dentro de la célula para el transporte de cargas y tienen funciones

estructurales esenciales en la célula (Fletcher y cols., 2010; véase Figura 3).

22



, actina unida
G-actina a ATP

.0, Activacion por ATP+ @0

OQQQQ sl 0o @ @

F-actina

QO
< [nsamblaje

*®

Ensamble ?

de filamentos Formacién de dimeros
y trimeros de actina

Figura 3. Estructura y ensamblaje de los filamentos de actina. Los monémeros de
G-actina interactian con el adenosin trifosfato (ATP), posterior a su uniéon se forman dimeros y
trimeros de la actina unida a ATP. Los oligdmeros se unen en el mas terminal (+) para formar la F-

actina. Modificado de Hofmann y cols., (2018).

e Los filamentos intermedios: son un elemento del citoesqueleto formado por
muchas proteinas fibrosas entretejidas, tienen un didmetro de entre 8 a 10 nm.
Al ser un elemento menos flexible, su principal funcion es resistir las fuerzas
de traccion de forma mas eficiente que a las fuerzas de compresion, y se
pueden reticular entre si por medio de las plectinas (Wiche, 1998; véase

Figura 4).
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Figura 4. Ensamblaje del filamento intermedio. Las proteinas fibrosas a-helicoidales

giran una alrededor de otra para formar dimeros, dos dimeros se unen para formar un tetrdmero, ocho
tetrameros ensamblados entre ellos forman un protofilamento y mdiltiples de estas estructuras se
ensamblan para producir un filamento, el proceso no requiere de adenosin trifosfato (ATP) o trifosfato

de guanosina-5 (GTP) para su ensamblaje. Modificado de Herrmann y cols., (2016).

e Los microtubulos son formaciones tubulares que son componentes esenciales
de la arquitectura citoesquelética en células eucariotas, compuestas por
complejos heterodiméricos de proteinas de o y de B tubulina. Estas
estructuras exhiben un diametro de 25 nanOmetros, mientras que Ssu
naturaleza cilindrica da como resultado una longitud de filamento de 15

nanometros (Cleary y cols., 2021; véase Figura 5).

Los microtubulos poseen una polaridad inherente, caracterizada por un extremo
negativo de crecimiento lento y un extremo positivo mas dinAmico que es capaz tanto
de extension como de retraccion (Hohmann y cols., 2019). En consecuencia, el
atributo fundamental de los microtubulos es su polarizacion, la cual es crucial para la
ejecucion de procesos celulares direccionales. Por ejemplo, los microtabulos
establecen rutas polarizadas que facilitan el transporte intracelular preciso, generan
fuerzas orientadas en direcciones especificas, como lo demuestra la alineacion y

segregacion de cromosomas, ofrecen soporte mecanico estructural a la célula, y se

24



organizan sistematicamente en distintas entidades polares, incluyendo centriolos y

cilios (Cleary y cols., 2021).
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Figura 5. Estructuray ensamblaje de los microtibulos. A) Se ilustran los isémeros de

o tubulina y B tubulina, estas dos proteinas forman un heterodimero que puede estar acoplado a
difosfato de guanosina (GDP) o a trifosfato de guanosina. B) El microttbulo es una estructura cilindrica
gue consta de un didmetro externo de 24 nm y de 12 nm en su luz. C) La hidrélisis del trifosfato de
guanosina incorpora un dimero de tubulina al microtdbulo en direccion del (+), proceso denominado
polimerizacion. Cuando los dimeros de la (+) estan unidos a GDP se vuelven inestables, lo que lleva
al proceso de catastrofe o despolimerizacion disminuyendo la longitud del microtdbulo. Modificado de
Hohmann y cols., (2019).
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La microscopia electronica revel6 distintos sitios subcelulares de los que parecian
formarse los microtibulos, a estas areas se le les denomind centros organizadores
de microtubulos (MTOC, de sus siglas en inglés). El centrosoma es denominado
como el principal MTCO, es un organulo que no esta anclado a la membrana y esta
compuesto por dos centriolos rodeados por materia pericentroliar (Farache y cols.,
2018), y complejos asociados a la gamma-tubulina. Existen dos complejos de
gamma-tubulina distintos identificados por su composicion proteica y por sus
dimensiones. Los complejos iniciales se denominan pequefos complejos de gamma-
tubulina (yTuSC, de sus siglas en inglés) y consisten en heterotetrameros formados
por las proteinas GCP2 y GCP3, cada una de las cuales se asocia con una molécula
de gamma-tubulina (Wiese y cols., 2000). Los complejos posteriores se designan
como anillos de gamma-tubulina (yTurc); estas estructuras surgen de la agregacion
de mudltiples yTUSC junto con GCPs 4, 5 y 6, culminando en una configuracion

helicoidal que se asemeja a una estructura de anillo (Farache y cols., 2018).

A B C Crecimiento

Dimero unido del microtubulo
aGTP
a-tubulina
B—tubulina\d ~

Estabilizacion lateral
por y-TuRC

y-tubulina

Complejo y-TuRC

Proteina GCP

Figura 6. El anillo de gamma-tubulina y la nucleacion del microtubulo. A) La
proteina y-tubulina se une a las proteinas del complejo y-tubulina (GCPs, de sus siglas en inglés) para
formar el anillo de gamma-tubulina (yYTURC). B) Las moléculas de a-tubulina se unen con los dimeros
de o/B-tubulina unidos a guanosina trifosfato (GTP), esta interaccion facilita las asociaciones laterales

entre los dimeros de o/p-tubulina a medida que pasan a ser protofilamentos. C) Una vez que el anillo
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de gamma-tubulina (yTuRC) estabiliza multiples dimeros de o/B-tubulina, se facilita el proceso de
polimerizacién por medio de la hidrélisis de GTP y el microtubulo crece. Modificado de Tovey y cols.,
(2018).

Por otro lado, la inestabilidad dinamica es una propiedad descrita por Tim Michision
y cols., (1984), se trata de un proceso donde las subunidades de la tubulina se
asocian y disocian del extremo positivo del microtibulo, accidén que permite que el
protofilamento se polimerice o despolimerice en cuestidon de minutos o segundos.
Esta propiedad esta impulsada por dos estados distintos de los heterodimeros de a
y B tubulina unidos a GTP y GDP, a la frecuencia de acortamiento se le denomina
catastrofe y a la transicién al crecimiento se le denomina rescate (Brangwynne y
cols., 2007).

Las tubulinas.

Las tubulinas son una familia distinta de GTPasas que estan conservadas en las
células eucariotas y son los componentes estructurales de los microtabulos (Nogales
y col., 2000). La superfamilia eucariota estd compuesta por seis miembros:
a, B, 7, 0, ¢ y una sexta familia llamada -tubulina (Nogales, 2000). Las isoformas de
la a y la B tubulina son las mas comunes en humanos y estan presentes en todas las

células nucleadas (Mckean y cols., 2001).

La ay la B tubulina se ensamblan en un heterodimero de la cabeza a la cola para
formar a los microtubulos en el MTCO, hay un total de 20 genes de tubulina humana
conocidos a la fecha, 10 son de a-tubulina,9 de la B-tubulina, tres para la v-
tubulina, como se muestran en la Tabla 4 (Mckean y cols., 2001; Buisson y cols.,
2016).

Las neuronas migran desde su ubicacion inicial durante la neurogénesis a diferentes
sitios en el sistema nervioso formando ndcleos y circuitos neuronales, a este proceso
se le denomina migracién neuronal post-mitética (Rubenstein y cols., 2003). Esta

migracion requiere un conjunto de elementos del citoesqueleto, principalmente de los
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microtubulos, ya que juegan un papel mecanico importante, porque estan
involucrados con los procesos de alargamiento de la neurona migrante y el
movimiento nuclear (Rubenstein y cols., 2003). También, los microtibulos se asocian
con proteinas de sefializacién extracelular para controlar el movimiento celular, tal
como con la reelina, glucoproteina producida por las células horizontales de Cajal,

gue al unirse a los receptores VLDLR inicia una cascada de sefializacion que regula

a los microtubulos guiando la migracién neuronal (Beffert y cols., 2004).

Tabla 4. Clasificacion de los genes de alfay beta-tubulina en humanos.

Tipo de tubulina

Grupo/clase

Subtipo(gen)

a-tubulina Grupo 1 TUBA1A, TUBA1B, TUBA1C
Grupo 2 TUBA4A, TUBA4B
Grupo 3 TUBA3C, TUBA3D, TUBA3E
Grupo 4 TUBAS, TUBAL3
B-tubulina Clase | TUBB, TUBB1
Clase lla TUBB2A
Clase lIb TUBB2B
Clase Il TUBB3
Clase IVa TUBB4A
Clase IVb TUBB4B
Clase V TUBB6, TUBB8

Clasificacion de las isoformas de la a. y la f tubulina en la ortologia de los genes humanos presentada

por el Comité de Nomenclatura Genética. Modificado de Gongalves y cols., (2018).
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Expresion de los isotipos de tubulina neuronal
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Tubaila
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500 Tubb2b Tubbs
Tubb3
Tuba1b
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Tubada
0
a-tubulina B-tubulina

Figura 7. Secuencia del acido desoxirribonucleico para los isotipos de a y B

tubulina en neuronas de ratdn. Se muestran el nimero de fragmentos por kilobase de

secuencia de transcripcion por millén de fragmentos mapeados (FPKM, de sus siglas en inglés) de
las diferentes isoformas de a y b tubulinas en neuronas corticales de ratén en los dias postnatales 7
al 17. Modificado de Aiken y cols., (2018).

Tubulinopatias.

Alo largo de las etapas del neurodesarrollo de los mamiferos, la intrincada estructura
del cerebro requiere procesos esenciales a nivel neuronal, incluyendo la
proliferacion, la migracion, la estratificacion y la diferenciacion de diversas
poblaciones neuronales (Cleary y cols., 2021). Los microtubulos son parte integral de
cada uno de estos procesos, ya que juegan un papel fundamental en la division
mitética y citocinesis de las células progenitoras neuronales (Guzik y cols., 2004;
Mitchison y cols., 1984). En consecuencia, cualquier alteracion en los componentes

de la tubulina que constituyen los microtubulos puede conducir a modificaciones en
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sus caracteristicas principales como es su inestabilidad, su dinamica o las
interacciones con proteinas asociadas a microtubulos, lo que potencialmente puede
producir diferentes trastornos neurolégicos (Maillard y cols., 2023; Tischfield y cols.,
2010).

Antes de la década de los 90’s del siglo pasado, dichos trastornos neuroldgicos se
clasificaban dentro de una categoria diversa conocida como malformaciones del
desarrollo cortical (MCD), las cuales se distinguen por una aberracion en la estructura
de la corteza cerebral acompafiada de la presencia de materia gris heterotdpica,
resultando en sintomas como epilepsia, retrasos en el desarrollo y paralisis cerebral
(Buisson y cols., 2016). No obstante, los avances en las técnicas de deteccion
molecular facilitaron la identificacion de una mutacién en el gen TUBAI1A,
responsable de codificar a la proteina alfa tubulina la, la cual se vinculé a la
manifestacion de lisencefalia, sello clinico de un tipo especifico de MCD que se
caracteriza por un alisamiento en multiples regiones de la corteza cerebral. Estos
recientes descubrimientos subrayaron la importancia de las alteraciones en los
heterodimeros de tubulina alfa y beta en la etiologia de las malformaciones corticales
(Barkovich y cols., 2012).

Actualmente las mutaciones en las tubulinas o en las proteinas asociadas a los
microtubulos se asocian a un amplio espectro de malformaciones del SNC, que se
les denomina tubulinopatias (Romero y cols., 2018). Hasta el 2018 se habian
caracterizado tubulinopatias de solo un subconjunto de genes de la tubulina como
son: TUBB2A, TUBB2B, TUBB3, TUBG1, TUBAS8, TUBB, TUBA3E y TUBB4A
(Goncgalves y cols., 2018). Sin embargo, gracias a las nuevas técnicas de
secuenciacion del genoma o del exoma se han identificado mas de 255 mutaciones
en las tubulinas hasta el momento (Attard y cols., 2022), por ende, tanto el nimero
de tubulinopatias como el espectro fenotipico de las mismas ha crecido debido a

estos hallazgos.

Los genes TUBA1A, TUBB2B y TUBB3 son responsables del noventa por ciento de
las tubulinopatias que causan malformaciones severas en el SNC, los signos mas

comunes son.
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Lisencefalia: se caracteriza por un claro engrosamiento de la corteza con
mayor afectacion en los lébulos parietales y occipitales. Puede estar
acompafada con hipoplasia cerebelosa, agenesia del cuerpo calloso o con la
paquigiria (alteracion en la organizacion de las circunvoluciones en el cerebro)
predominantemente central que involucra la insula y la opércula frontal,
temporal y parietal (Buisson y cols., 2016; Gongalves y cols., 2018).
Microliscencefélia: se trata de una displasia cortical grave que combina
microcefalia extrema y lisencefalia, visible a través de IRM prenatal a las 25
semanas de gestacion (Buisson y cols., 2016).

Displasia cortical similar a la polimicrogiria (PMG): a través de la resonancia
magnética se observa un aumento en el grosor de la corteza, excesivos
pliegues corticales y una disminucién en la profundidad de los surcos en
comparacién con cerebros sin alteraciones (Buisson y cols, 2016).

El patron de giro simplificado: se trata de una malformacion cortical menos
severa, en la cual el grosor de la corteza es normal pero las circunvoluciones

son mas anchas y los surcos muy superficiales (Kumar y cols., 2010).
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Patron de giro  \icroliscencefalia
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Figura 8. Imagenes por resonancia magnética ponderadas en T2 de los signos

mas comunes en las tubulinopatias. A) Corte axial de una imagen por resonancia magnética
(IRM) de un cerebro sano. B) Corte axial de una IRM con lisencefalia clasica, el patrén de alisado en
la corteza es mas conspicuo en la zona occipital (en flechas rojas). C) IMR con polimicrogiria, note
gue los giros anormales prevalecen en la zona posterior (véase las flechas rojas). D) IRM que presenta
un patrén de giro simplificado, las circunvoluciones anormales estan presentes tanto en el l6bulo
frontal como en el occipital (véase las flechas rojas). E) IRM fetal, muestra microcefalia con lisencefalia
generalizada leve, ventriculomegalia y ausencia de ganglios basales. F) IRM con hipomielinizacién y
pérdida moderada del volumen de la materia blanca, atrofia cerebelosa (véase la flecha roja), y atrofia
del cuerpo estriado (véase flechas amarillas). Modificado de Barkovich y cols., (2012); Goncalves y
cols., (2019); Buisson y cols., (2022).
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Tubulinopatia asociada al gen B tubulina 4a clase IVa.

La mayoria de las tubulinopatias que impactan el sistema nervioso central (SNC)
conducen a malformaciones cerebrales significativas; sin embargo, la tubulinopatia
ligada al gen B tubulina 4a clase IVa (TUBB4A) representa una notable excepcion.
La mutacion en este gen se correlaciona con la hipomielinizacion acompafada de
atrofia tanto de los ganglios basales como del cerebelo (H-ABC), ejerciendo una
influencia més pronunciada sobre la materia blanca del SNC, lo que da como
resultado una sintesis inadecuada de mielina o incluso una desmielinizacion

progresiva que comienza durante la infancia (Gongalves y cols., 2018).

Por otra parte, las mutaciones asociadas al gen TUBB4A tiene un amplio espectro

fenotipico que incluye a la distonia-4 o distonia susurrante (DYT4, de sus siglas en
inglés), diplejia espastica, encefalopatia infantil, hipomielinizacion aislada y la H-ABC
(Curiel y cols., 2017). En un estudio reportado por Curiel y cols.,(2017) los hallazgos
in vitro de la mutacién con la patologia H-ABC, fueron el Unico subconjunto que afect6
a la morfologia neuronal y a los oligodendrocitos; ademas, presenta una afectacion
severa en la corteza cerebelosa que afecta a las neuronas de la capa granular y a
las células de Purkinje, también se observa una pérdida de las neuronas propias del
putamen acompafiada de un proceso de inflamacién en el axén, véase la Tabla 5
(Curiel y cols., 2017).

Tabla 5. Fenotipos en la mutacion del gen b tubulina 4a clase IVa

Descripcion de Distonia H-ABC Hipomielinizacion = Hipomielinizacién = Encefalopatia
la enfermedad tipo 4 aislada aislada infantil

(DYT4) temprana
Cambio de R2G D249N V255l R282P N414K
aminoéacidos
Presencia de Solo Neuronas y Solo Solo Solo
morfologia neuronal oligodendrocitos oligodendrocitos oligodendrocitos oligodendrocitos
anormal de
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células
transfectadas in
vitro

Dinamica de

microtUbulos

Expresién de
proteinas
asociadas a la
mielina
Patologia
humana
Neuronas

estriatales

Oligodendrocitos

Mielinizaciéon

Capa granular
cerebelosa /
células de

Purkinje

Normal

Normal

No
disponible

Anormal, aumento = Polimerizacién

de la anormal,
polimerizacion. disminuida
Disminuido Disminuido
Disponible No disponible
Pérdida con

esferoides

axonales.

Pérdida con

disminucion  del
namero de
oligodendrocitos.

Hipomielinizacion

Afectado

Polimerizacion
anormal,
disminuida

Disminuido

No disponible

Anormal,
aumento de la
polimerizacion.

Disminuido

Disponible

Preservadas

Aumento de la

densidad de

oligodendrocitos.

Hipomielinizacion

Afectado

Los efectos patoldgicos de estudios in vitro para las diferentes mutaciones asociadas al gen TUBB4A.
Modificado de Curiel y cols., (2017).

Para las tubulinopatias, el criterio diagndstico por excelencia son los estudios de

imagen por resonancia magnética (IRM) donde se tiene como signo principal la

hipomielinizacién, seguida de las técnicas de secuenciacion del genomay del exoma

de nueva generacion (Maillard y cols., 2023). La tubulinopatia del gen TUBB4A no

es la excepcion, ya que se puede observar el signo H-ABC en los pacientes con esta

mutacion (véase Figura 9).
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Figura 9. Imagenes de resonancia magnética en pacientes con tubulinopatia

con mutacién en el gen b tubulina 4a clase IVa. Se muestran los signos de la

leucodistrofia H-ABC en tres pacientes, el paciente 1 (A, D y G), el paciente 2 (B, E y H) y el paciente
3 (C, F e ). La linea media sagital (A, By C) y a nivel de los ganglios basales (D, Ey F) y la fosa
posterior del cerebelo (G, H e ). Todos los pacientes muestran atrofia cerebelosa (sefialado con las
flechas rojas) e hipomielinizacion, en E y F se observa pérdida del volumen de la sustancia blanca y
atrofia de los ganglios basales (sefialado con las flechas amarillas). Modificado de Gongalves y cols.,
(2018).

Manifestaciones clinicas de las tubulinopatias.

En general, las tubulinopatias tienen diversas caracteristicas clinicas ya que son
una amplia gama de alteraciones tanto morfoldgicas como funcionales en el SNC.

Dentro de las caracteristicas clinicas mas comunes se encuentran las deficiencias
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cognitivas y motoras, que estan presentes en casi todos los sujetos con algun tipo de
tubulinopatia y se correlacionan directamente con la gravedad de las malformaciones

en el cerebro (Buisson y cols., 2016)

La epilepsia es una caracteristica presente en las tubulinopatias, la cual no esta
relacionada con la severidad en las malformaciones del SNC. Las convulsiones estan
presentes en alrededor de treinta por ciento de los sujetos afectados, a excepcion de
la alteracion del gen TUBB2A, ya que esta cursa con una encefalopatia epiléptica
mas comun o sindrome de West, y parece ser patognomonico de este tipo de

tubulinopatia (Cushion y cols., 2013).

Por otra parte, se ha reportado diplejia facial y estrabismo en la displasia cortical
similar a la polimicrogiria (Buisson y cols., 2016), fibrosis congénita en los musculos
extra oculares y debilidad facial en las tubulinopatias del tipo TUBB3 y TUBB2B
(Chew y cols., 2013), la polineuropatia sensoriomotora progresiva en algunas
variantes como TUBB3y TUBB2 (Tischfield y cols., 2010) y la microcefalia congénita
en mas del 75 por ciento de los sujetos con tubulinopatias del tipo TUBA1A, TUBAS,
TUBB2B y TUBBGL1 (Buisson y cols., 2016).

En el caso de la isoforma TUBB4A, se han reportado anormalidades de movimientos
extrapiramidales, espasticidad, ataxia cerebelosa, discapacidad visual cortical,
disartria y en algunos casos epilepsia (Gongalves y cols., 2018; Hamilton y cols.,
2014; Vander Kaap y cols., 2019).

La arquitecturay latopografia en la médula espinal.

La meédula espinal cumple un papel crucial en la regulacion de la musculatura
voluntaria, modula y procesa los datos sensoriales del torso y las extremidades.
Constituye un componente del sistema nervioso central, la cual esta anclada a la

duramadre via los ligamentos denticulados, y se extiende desde el bulbo raquideo
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hasta el borde inferior de la primera vértebra lumbar; su longitud aproximada es de

45 cm en hombres y 43 cm en mujeres (Bican y cols, 2013).

La médula espinal se puede clasificar en distintas regiones en funcién de su
orientacion cefalo-caudal en las zonas: cervical, toracica, lumbar, sacra y coccigea.
Adicionalmente, se puede segmentar en treinta y un segmentos distintos que
comprenden ocho cervicales, doce toracicos, cinco lumbares, cinco en la zona sacra

y uno en el area del coxis (Bican y cols, 2013).

A nivel medial, la médula espinal presenta un par de fisuras —una anterior y una
posterior— que bisectan la estructura medular en dos mitades simétricas,
interconectadas por las comisuras transversales anteriores y posteriores. Es en esta
coyuntura donde emergen las raices anterior y posterior, culminando en la formacion
de los nervios espinales. Ubicado centralmente dentro de la médula se encuentra el

canal central, que facilita la circulacion del liquido cefalorraquideo (LCR; Hochman,

2007).
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Figura 10. Esquemas representativos de la columna vertebral y sus segmentos

en humanos y ratas. Note que en el humano se tienen 31 segmentos vertebrales subdivididos
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en las zonas: cervical, toracica, lumbar, sacro-coccigea, la cola de caballo o filum terminale y sus

equivalentes en el esqueleto de la rata.

La arquitectura de la médula espinal se caracteriza por la materia gris, que exhibe
una morfologia parecida a la de una mariposa, y se subdivide ademas en cuernos
dorsal y ventral. El cuerno dorsal es una estructura en capas que se origina en la
placa del ala embrionaria, mientras que el cuerno ventral surge de la placa basal del
tubo neural y esta poblado con grupos sustanciales de neuronas motoras. El
neuroanatomista Rexed (1952) categorizd la materia gris de los felinos en diez
laminas distintas con base en sus parametros citoarquitectonicos; esta clasificacion
se ha aplicado posteriormente a diversas especies, incluyendo humanos y ratas
(Véase la Figura 10). Las placas | a IV se ubican dentro del cuerno dorsal, mientras
gue la placa V se ubica en la base del cuerno dorsal, correspondiendo a la zona
central del cuerno ventral a la lamina X; ademas, las laminas VI y VII pertenecen al
nacleo intermedio, y las laminas VIII y IX estan asociadas con los nucleos motores

gue albergan a las neuronas motoras.
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Figura 11. Corte coronal de la médula espinal de la rata. A) se muestra un mapa
topografico de la médula donde se describen los nucleos y diferentes tractos ascendentes y
descendentes, en la citologia se describe en abreviaturas: (1Sp) lamina uno, (2Spl) lamina dos en su
porcion interna, (2Sp0O) lamina dos en su porcion externa, (3Sp) lamina tres, (4Sp) lamina 4, (5Spl)
lamina 5 en su porciéon medial, (6Sp) lamina 6, (7Sp) lamina 7, (8Sp) lamina 8, (10Sp) lamina 10, (Axp)
zona de los musculos axiales, (Bi9) zona del biceps, (CC) canal central, (De9) deltoides, (fdl) fasciculo
dorso lateral, (gr) fasciculo gréacil, (S19) supra espinoso, (Sr9) serrato anterior, (rs) tracto rubro espinal.
(B) se muestra un corte coronal del segmento L3 de la médula espinal de rata con la tincién de Cajal-

Gallego. Modificado de Paxinos y cols., (2009).
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Figura 12. Estructura de la médula espinal y las meninges. La duramadre y la

aracnoides han sido seccionadas para mostrar las raices anteriores y posteriores y el ligamento
dentado. Este es un engrosamiento bilateral, longitudinal y dentado de la piamadre que fija la médula
en el centro del conducto vertebral. La médula espinal estd seccionada para mostrar los cuernos
(astas) de la sustancia gris. Las meninges se extienden a lo largo de las raices nerviosas y después
se fusionan con el epineuro en el punto donde la raiz anterior y la posterior se juntan, formando la
vaina dural que encierra los ganglios sensitivos de las raices posteriores de los nervios espinales.
Modificado de Moor, (2007).

La médula espinal estad envuelta por tres membranas protectoras: la duramadre, la
aracnoides y la piamadre, como se muestra en la Figura 12. La duramadre, se sitla
externamente, cumple un papel protector; dentro del espacio epidural, funciona para
separarse del canal vertebral y contiene una capa adiposa. Adicionalmente, esta
presente una red de vasos sanguineos epidurales, denominada plexo de Batson. El
espacio subaracnoideo es de suma importancia, ya que delimita el aracnoides de la
piamadre que rodea la médula espinal y es el reservorio del liquido cefalorraquideo;
colectivamente, el aracnoides y la piamadre se denominan leptomeninges (Diaz and
Morales, 2016).
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Los nervios espinales emergen de la médula espinal en forma de raicillas que

convergen para formar dos raices:

Una raiz nerviosa ventral o anterior que estd compuesta de fibras motoras,
gue funcionan de manera eferente, viajan desde el asta anterior de la
sustancia gris medular y se dirigen hacia los musculos estriados. axones de
neuronas motoras alfa de gran diametro a las fibras musculares estriadas
extrafusales y axones de neuronas motoras gamma, que suministran los
huesos musculares estriados intrafusales, asi como fibras motoras autbnomas

preganglionares (Bican, 2013).

Una raiz nerviosa dorsal o posterior que estad formada de fibras aferentes
sensitivas organizadas somatotopicamente, se originan en los ganglios
sensitivos de la raiz dorsal. Las fibras aferentes de mayor tamafio como lo son
las aferentes la y las aferentes Ib, son fibras mielinizadas que conducen la
informacion de los husos musculares y de los 6rganos tendinosos de Golgi
respectivamente. Las cuales estan involucradas en la activacion de los reflejos
miotético y miotatico inverso. Las fibras de tamafio mediano denominadas A-
beta, transmiten los impulsos de los mecanorreceptores en la piel y las
articulaciones. Las fibras pequefias, poco mielinizadas, A-delta y tipo M sin

mielina, transmiten sefales del tipo nociceptiva y térmica (Bican, 2013).

La vascularizacién de la médula espinal es proporcionada principalmente por la

arteria espinal anterior, la cual esta constituida por dos ramas que se originan en las

arterias vertebrales a nivel intracraneal, que discurren longitudinalmente a traves de

la fisura media anterior, ademas de varias arterias espinales posteriores que de

manera similar provienen de las arterias vertebrales (Hochman, 2007).
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Fisiologia de lalocomocién.

La locomocidn constituye una funcién motora que es iniciada por el sistema nervioso
central (SNC) y conlleva un compromiso secuencial, ritmico, estereotipado, y preciso
de los musculos de las extremidades o tronco para facilitar un movimiento adecuado
(Kiehn y cols., 2017).

El minucioso examen de la locomocion se originé a partir de los esfuerzos del
fotografo inglés Eadweard Muybridge, quién grab6é la marcha de un caballo
empleando una bateria de 12 a 24 camaras, lo que mostré que, durante una fase
especifica del movimiento galopante, el caballo podia progresar sin que sus
extremidades hicieran contacto con el suelo (citado en Clarac, 2008). Esta revelacion
incité al fisidlogo belga Maurice Philippson a cultivar un interés significativo en la
investigacion de la biomecéanica locomotora, utilizando las imagenes de Muybridge
para analizar de manera detallada la cinematica asociada con las articulaciones de
cadera, rodilla y tobillo del caballo (Muybridge, 1898). Haga clic o pulse aqui para
escribir texto.
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Figura 13. El caballo en movimiento. Secuencia de fotografias del galope de un caballo con

su jinete, empleando la electro-fotografia automética, método patentado por Eadweard Muybridge en
1878. Tomado de William y cols., (1989).
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A pesar de que comenzaba la investigacion precisa sobre la biomecanica de la
locomocion, aln no se habian dilucidado las complejidades del control neuronal que
gobierna este comportamiento. En 1910, Sir Charles Scott Sherrington, fisiélogo de
la Universidad de Oxford en el Reino Unido, propuso la teoria refleja de la regulacion
del movimiento en las actividades locomotoras, postulando que las acciones
locomotoras se producian por la activacion de la piel y los receptores propioceptivos,
gue a su vez suscitaban respuestas reflejas (Clarac, 2008). En consecuencia, el
reflejo miotatico, el reflejo de retirada, y el reflejo de extension cruzada eran capaces
de inducir flexion y extension de las extremidades para iniciar las funciones

locomotoras (Clarac, 2008).

Por el contrario, el colega de Sherrington, Thomas Graham Brown, adopté una
perspectiva divergente sobre el control neuronal; sus experimentos realizados entre
1910-1913, revelaron que los movimientos flexores y extensores de las extremidades
y extremidades posteriores en felinos podrian estimularse incluso en ausencia de
entrada sensorial. Estos hallazgos corroboraron la nocion de que la médula alberga
una red neuronal capaz de iniciar y sostener acciones locomotoras, concepto referido
como el modelo de los hemicentros, el cual ahora es reconocido como los
generadores de patrones centrales (GCP’s; Clarac 2008). Estos hallazgos obtenidos

a través de experimentos realizados en gatos descerebrados describieron que:

e La marcha refleja no necesita de estructuras supra-espinales para producir su
patron basico de la alternancia entre los musculos flexores y extensores.

e La actividad ritmica de los patrones basicos de la marcha esta contenida en
circuitos neuronales dentro de la médula espinal.

e Las sefiales tonicas del encéfalo pueden activar los circuitos neuronales

espinales que comandan la marcha.

Los resultados obtenidos por Brown fueron ignorados por mas de 50 afios y
permanecio la idea de la teoria refleja de Sherrington. En 1968 el fisi6logo sueco
Anders Lundberg recreo los experimentos de Brown, y la comunidad cientifica acepto
la idea de las redes espinales e inicio una revolucion en el estudio del control neural

de la locomocion (Lumber, 1968). Al inicio de la década de los 70s, los investigadores
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soviéticos Shik y Orlovsky realizaron registros electromiograficos (EMG) en los
musculos extensores de gatos intactos y demostraron que la extremidad trasera tiene
contacto con el suelo al inicio de la fase de postura, de 5 a 10 ms después de la
activacion de los musculos extensores, datos que corroboraron que el inicio de la
fase extensora se debe a un comando central espinal, reforzando asi la idea de los
GCPs (Orlovsky 1999). Concomitante a estos hallazgos, la fisi6loga polaca Elzbieta
Jankowska, reporté mediante trabajos de registro intracelular que se puede provocar
la actividad ritmica y alternante empleando la administracion sistémica de L-DOPA
en la médula espinal en una preparacién de gato espinalizado, demostrando la
importancia de una monoamina como lo es la dopamina en el circuito espinal que
comanda los procesos locomotores (Jankowska y cols., 1967; Parrilla y cols., 1969;
Clarac, 2005).

Actualmente se conoce que esta red neuronal o GCPs, son modulados tanto por
vias serotonérgicas, dopaminérgicas, noradrenérgicas como por los propioceptores
de las extremidades y los diferentes tipos de aferentes musculares (Leiras et al.,
2022).

Por lo tanto, la locomocién depende de una red neuronal especifica llamada GCP’s,
los cuales se encuentran a nivel de la médula espinal en el engrosamiento cervical y
a nivel lumbosacro para las extremidades inferiores. Este tipo de neuronas tienen la
capacidad de generar patrones ritmicos de actividad en las motoneuronas en
ausencia de aferencias, por lo que la generacion de la actividad motora dada por los
CPGs depende de tres factores:

1. Las propiedades celulares de las neuronas individuales que construyen la red.
2. Las propiedades de las conexiones sinapticas interneuronales.

3. El patron de las interconexiones entre dichas neuronas.

Los CPGs tienen excitadores enddgenos, por tal motivo, poseen activacion
espontanea, principalmente los que producen ritmos continuos, como son la
deambulacion, la respiracion, el nado y el rascado (Field y cols.,1959). Se ha
demostrado que existe solo un CPG encargado de la marcha para cada extremidad
(McCreay cols., 2008).
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Generador central de patrones
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Figura 14. Diferentes modelos del generador central de patrones propuestos

para la marcha. Los circulos representan las poblaciones de interneuronas y los diamantes a las

motoneuronas. (A-C) Modelos de generador central de patrones de un solo nivel, en el cual el ritmo y
la formacién de patrones se genera de las interneuronas superiores en color verde y actia
directamente sobre las motoneuronas. Los circulos cafés son las inhibiciones reciprocas de las
interneuronas. (D-F) Los modelos de GCP’s de dos y tres niveles, en el cual las interneuronas
funcionan a mas niveles, el primero en verde oscuro es el generador de ritmo, el segundo en verde
claro es el generador de patrones, el tercero son las aferencias sensitivas, 10s circuitos en morado son
las inhibiciones reciprocas entre las interneuronas y en café las inhibiciones reciprocas inter-

motoneuronas. Modificado de McCrea y cols., (2008).

No solo los CPGs son requeridos para modular la locomocion, ya que en la marcha
son necesarios los reflejos espinales, los centros motores corticales y subcorticales
para que exista un correcto ajuste en el patron de la marcha segun se requiera, dadas
las condiciones medio ambientales o debido a los trastornos del movimiento (Field y

cols.,1959). Las eferencias que emanan de las motoneuronas suelen depender de la
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fase de la marcha, es decir, la activacion de los musculos flexores o extensores
depende de qué fase del ciclo se encuentre en el proceso locomotor (Hamers y cols.,
2001; Rybak y cols., 2006).

Aunque el patrén basico de la marcha pueda ser regulado a nivel espinal, las vias
descendentes supra-espinales son necesarias para iniciar y controlar la marchay se
dividen en tres sistemas. El primero activa el sistema locomotor de la médula espinal
y el control la velocidad global de la marcha. El segundo refina el patrén motor a
través de las aferencias de las fibras musculares, los propioceptores y el tercer factor
estd constituido por las aferencias visuales que ajustan el patrén locomotor
(Takakusaki y cols., 2013).

Por otro lado, casi en paralelo con el regreso a los estudios del control neural de la
locomocion, Shik y Orlovsky realizaron experimentos en gatos decorticados, pero
esta vez buscando una estructura superior que se relacionara con el control de la
locomocion. En 1966 mostraron que existe un area en el mesencéfalo que delimitaba
al nacleo cuneiforme (CnF), que cuando se estimulaba eléctricamente el area que
comprendia 1mm, esta era capaz de producir movimientos locomotores
dependientes de la intensidad del estimulo, a esta area se le denomind region
locomotora mesencefélica (RLM; Shik y cols.,, 1966; Noga y cols., 2022).
Posteriormente se describié que el CnF no era el Unico nucleo relacionado a la
actividad locomotora ya que Skinner y Garcia-Rill describieron el limite anatémico de
la RLM en ratas, donde incluia a las neuronas colinérgicas de nucleo
pedunculopontino (PPN; Skinner y cols.,, 1990). Empleando técnicas de
electrofisiologia y optogenética se han identificado neuronas glutamatérgicas,
colinérgicas y GABAérgicas en el PPN; asi como glutamatérgicas y GABAérgicas
tanto en el PPN como en el CnF (Mena-Segovia y cols., 2017; Roseberry y cols.,
2016).
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Figura 15. Poblaciones de neuronas en la region locomotora mesencefalica. La

regién locomotora mesencefalica (RLM) esta compuesta por dos areas distintas: el nicleo PPN y CnF.
El ndcleo PPN contiene al menos tres poblaciones diferenciadas neuroquimicamente: neuronas
glutamatérgicas (moradas), colinérgicas (amarillas) e inhibidoras (verdes). EI CnF consiste en una
combinacion de interneuronas glutamatérgicas e inhibidoras. PAG: sustancia gris periacueductal.

Realizado en Biorender y modificado de Gatto y cols., (2018).

Por otra parte, Caggiano y cols., (2018) demostraron que al estimular las neuronas
glutamatérgicas del CnF podian producir actividad locomotora a diferentes
velocidades, por lo que pueden representar una via de escape (Caggiano y cols.,
2018). Mientras que las neuronas glutamatérgicas del PPN solo se activaban con
movimientos locomotores lentos que se asocian a una conducta exploratoria
(Caggiano y cols., 2018; Roseberry y cols., 2016). Los axones de la RLM pueden
llegar a los ndcleos del rafé dorsal para descender por la vias reticulo-espinales
(Nogay cols., 2003), también se proyectan al locus coeruleus (Steeves y cols., 1980),
y las neuronas glutamatérgicas y GABA/Glicinérgicas bilateralmente a través del
funiculo ventral para contactar a las interneuronas del CPGs (Noga y cols., 2003;
Takakusaki, 2013).

Por otra parte, existe evidencia de que las aminas biogénicas regulan la magnitud y
la evolucion temporal de la actividad motora y tanto la via noradrenérgica procedente
del locus coeruleus, como la actividad serotoninérgica del nucleo del rafé dorsal, son
componentes fundamentales para la marcha (Jordan, 1998). Sin embargo, aunque
estas vias son importantes, ninguna es fundamental para el inicio de la locomocién,

ya que la marcha se puede inducir sin la participacion activa de estas dos vias
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(Guertin, 2009). En los gatos descerebrados y en la rata neonata se ha mostrado que
la administracion de un agonista que se une a los receptores de aminoacidos
excitadores de la familia del N-metil D-aspartico (NMDA) puede inducir la locomocion,
y por otra parte los antagonistas especificos de los receptores NMDA pueden impedir
el inicio de la locomocion (Cazalets y cols., 1990). Estos hallazgos sugieren que la
via glutamatérgica descendente esta implicada de manera directa en el inicio de la
locomocion (Pearson y cols., 2000). Finalmente, el cerebelo recibe informaciéon de
los haces cerebelosos dorsal y ventral que es donde se integra la informacion
permitiendo ajustar el patron de la marcha, dado que cuando los movimientos de
alternancia se apartan de los movimientos de intencion, son las vias cerebelosas las
gue participan en el ajuste. Una de las patologias mas estudiadas con objetivo de
entender cual es el rol de la vias espinocerebelosas dorsales y ventrales es el estudio
de la marcha atéxica (Arshavsky y cols., 1972).

Las alteraciones caracterizadas principalmente por una falta de coordinacion
muscular en la postura o en las extremidades resultante por una atrofia o patologia
del cerebelo o de la médula espinal involucran una marcha atéxica, esta patologia
fue reconocida por el neurélogo francés Pierre Marie desde 1893 (citado en Bastian
y cols., 1996). El Instituto Nacional de los Trastornos Neurologicos y Accidentes
Cerebrovasculares (NINDS, de sus siglas en inglés), reporta que la ataxia de
Friedreich es la mas frecuente, es una enfermedad hereditaria que afecta a la médula
espinal, inicia a partir de los cinco afios a los quince afios de edad y se caracteriza

por presentar marcha ataxica y problemas de lenguaje (NINDS, 2007).

Fisiologiay biomecéanica de la marcha.

Los mecanismos biomecanicos y fisiologicos subyacentes a la postura y la marcha
han sido ampliamente examinados en numerosas investigaciones académicas. Las
contribuciones fundacionales en este campo se remontan a Borelli y su obra seminal,
“Motu Animalum”, publicada a mediados del siglo XVII, seguida por la elucidacion de

los hermanos Weber sobre el ciclo de caminar en 1873 (Baker y cols., 2007). En la

48



investigacion contemporanea, el advenimiento de las plataformas de fuerza y los
avances en las tecnologias de imagen han mejorado significativamente nuestra
capacidad para analizar la marcha y sus caracteristicas distintivas con mayor

precision (Dujardin y cols., 2009).

La postura es un concepto multifacético que varia segun la naturaleza del estudio
realizado; en humanos, tipicamente se caracteriza por una postura erguida y bipeda,
la cual requiere del mantenimiento del equilibrio con un gasto energético minimo.
Este equilibrio requiere la activacion coordinada de los musculos espinales, flexores
de cadera, flexores de rodilla, y flexores plantares del tobillo (Crowninshield y cols.,
1981; Dujardin y cols., 2009).

En un contexto mas amplio, la marcha abarca una serie de patrones simétricos de
movimiento articular que facilitan una transicion ritmica desde el golpe del talén hasta
el despegue de los dedos en la fase de soporte en contacto con la superficie de
soporte (Dujardin y cols., 2009). Al igual que con cualquier fendmeno bioldgico, existe
una variabilidad considerable que depende del individuo bajo investigacion, el
entorno circundante, y particularmente los patrones locomotores exhibidos, lo que

lleva a un marco generalizado compuesto por fases fundamentales:

Doble fase de soporte: durante esta fase, ambas extremidades inferiores mantienen
contacto con el suelo, ya que el pie izquierdo transita progresivamente a una posicion
del dedo del pie, impulsado por un aumento en el peso del sujeto, dando como

resultado una fuerza vectorial que se origina en la pelvis.

Fase unipodal: En esta fase, la extremidad inferior contralateral se encuentra
Unicamente en contacto con el suelo, donde la cadera transmite fuerza en direccién
cefalo-caudal, pero sin atravesar la articulacion, debido a la estabilidad dinamica

facilitada por los musculos abductores.

Fase de oscilacion: implica el retorno de los miembros inferiores a su posicion inicial
e inicia con la retraccion del miembro que se encuentra en la parte posterior del vector
central o resultante, mientras el miembro contralateral entra en extension articular

para alcanzar la fase de apoyo (Nilsoon y cols., 1985).
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Fase del paso: es el intervalo del contacto del talon ipsilateral hacia el taldn

contralateral.

La longitud de la zancada: distancia recorrida durante el ciclo completo de la marcha

(véase Figura 10).

A{\!h/\)l?
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pie derecho pie izquierdo pie izquierdo

Fase de soporte derecha Fase de soporte izquierda
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Fase de balanceo izquierda Fase de balanceo derecha

Figura 16. Fases de la marcha. Seilustra el ciclo completo de la marcha de manera porcentual,

donde se detallan los elementos en la marcha humana, la fase de apoyo y la fase de oscilacion
(Dujardin y cols., 2009).

La marcha cuadriupeda también es un ciclo dividido en fases, la primera tiene por
nombre fase de oscilacién, e involucra principalmente la flexion de la cadera, la rodilla
y el tobillo; la segunda es la fase de apoyo y consiste en el contacto de la pata con
la superficie, extension de la rodilla y el tobillo, posteriormente existe una ligera
flexion de la cadera y finalmente la extension de los complejos articulares de la

cadera, rodilla y tobillo (Hamers y cols., 2001; Parker y cols., 1990).

La marcha también consta de parametros espaciotemporales, la velocidad
observada en un grupo de adultos promedio se encuentra entre 0.7 a 1.5 m/s; aunque

Whittle (1999) ha descrito que la velocidad puede alcanzar hasta los 1.6 m/s. Las

50



ratas pueden alcanzar una velocidad promedio de 10 a 40 cm/s en ratas Sprague-
Dawley adultas (Hamers y cols., 2001). La cadencia es otro parametro que se analiza
en la marcha y se refiere al nUmero de pasos por minuto, en el humano varia de 85
a 150 pasos por minuto y en la rata de 86 a 103 pasos por minuto (Cucariany cols.,

2017).

A
e Fasede  wueee ; . Fasede :
soporte balanceo
\ Paso 1 i Paso 2 ]
s S T ¢ ’ Anchode huella ¢+ ----- - {I '.f_.'
B Base de soporte
¥: 3 --1--43'-_:-- s

Longitud de zancada Longitud de huella

Figura 17. Esquema de los principales parametros temporo-espaciales de la

marcha de la rata. A) Se ilustra la vista lateral de la marcha de la rata en sus dos fases, la fase

de soporte y la fase de balanceo, en amarillo y rojo se muestra el &ngulo de las articulaciones del

tobillo y la rodilla en cada fase de la marcha. B) Se ilustran los pardmetros estaticos de la marcha en

la rata (Cucarian y cols., 2017).
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Dopamina.

El compuesto quimico C6H3 (OH) 2-CH2-CH2-NH2, comunmente conocido como
dopamina, fue identificado y sintetizado originalmente por George Barger, James
Ewens y Henry Dale en 1910 con el objetivo de crear una molécula analoga a la
epinefrina. No obstante, no fue hasta la década de los 50’s del siglo pasado que las
investigaciones de Arvid Carlsson revelaron que la dopamina se sintetiza en el
cerebro y funciona como un neurotransmisor, descubrimiento que finalmente le valio
el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2000 (Bjorklund y cols., 2007; Carlsson
y cols., 1958).

A lo largo de mas de cinco décadas de investigacion, se ha establecido que la
dopamina es parte integral de una variedad de funciones que incluyen el control
motor, la motivacién y el aprendizaje entre otras (lversen y cols., 2007). En
mamiferos, esta monoamina constituye el 80% del contenido global de
catecolaminas presentes en el cerebro (Werkman y cols., 2006). Sirve como
neurotransmisor y neuromodulador principal dentro del sistema nervioso de los
mamiferos, siendo sintetizado y liberado por neuronas dopaminérgicas (Hurd y cols.,
2001). Estas neuronas se distribuyen a través de diversas regiones del cerebro
denominadas nucleos dopaminérgicos, el mas prominente de los cuales es A9,
ubicado en la vertiente ventral del cerebro, particularmente dentro de la substancia
nigra pars compacta. Sus proyecciones axonales se extienden hasta el estriado y el
putamen, estableciendo la via nigrostriatal, la cual es de importancia critica para la
regulacion motora (Bjorklund y cols., 2007). Ademas, el area tegmental ventral, o
A10, contiene una poblacion significativa de neuronas dopaminérgicas que inervan
principalmente el nicleo accumbens, la amigdala, y la corteza prefrontal, formando
asi la via mesocortico-limbica; esta via estd implicada en la regulacion de las

emociones, la motivacion, y la memoria (Weiner y cols., 1991).
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Figura 18. Neuronas dopaminérgicas en el cerebro de la rata adulta. Los grupos
de neuronas dopaminérgicas propuesta por Dahlstrom y Fuxe en 1964, comprenden del grupo
dopaminérgico A8 hasta el grupo Al6, dichos grupos se distribuyen desde el mesencéfalo hasta el
bulbo olfatorio. Las proyecciones principales de los grupos de neuronas dopaminérgicas se
representan con las flechas azules. A8= &rea retro-rubral, A9= sustancia viypa tapc compacta, A10=
area ventral tegmental, All= nudcleo periventricular posterior del hipotdlamo, Al2= nucleo
paraventricular, A13= zona incierta, A14= nucleo preéptico anterodorsal, A15= nucleo periventricular
predptico, A16= bulbo olfatorio. Modificado de Bjorklund y cols., (2007).

Las catecolaminas, incluyendo la dopamina, la adrenalina y la noradrenalina, se
sintetizan a partir de un precursor compartido conocido como L-tirosina, que es un
aminoacido esencial adquirido a través de fuentes dietéticas. La via biosintética para
cada catecolamina se rige por la enzima limitante de la tasa, que es la tirosina
hidroxilasa. En el caso especifico de la sintesis de dopamina, la tirosina hidroxilasa
cataliza la conversion de L-tirosina, utilizando oxigeno como sustrato y
tetrahidrobiopterina como cofactor, para producir L-DOPA, seguido de la accién

enziméatica de la L-DOPA descarboxilasa que produce dopamina (Barrett y cols,.2013).
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Figura 19. Esquema de una sinapsis dopaminérgica y la biosintesis de

dopamina. A) Se ilustra una neurona presinaptica, la cual sintetiza dopamina a través del
aminoacido esencial L-Tirosina, la dopamina es almacenada en vesiculas. Su liberacion al espacio
sinaptico depende de la apertura de canales de calcio y la funcidon de las vesiculas en la membrana
plasmatica y la liberacién en la hendidura sinaptica. Migra y se une a sus receptores metabotropicos
de la familia D1 o de la familia D2 tanto presindpticos como postsinapticos. B) La tirosina sufre una
reduccion de dos moléculas de oxigeno como consecuencia de la actividad enzimatica de la tirosina
hidroxilasa, convirtiéndola asi en dihidroxifenilalanina (DOPA), que posteriormente se transforma en
dopamina a través de la accion catalitica de la DOPA descarboxilasa. Modificado de Barrett y cols.,
(2013).

Posterior a su sintesis, la dopamina es encapsulada dentro de vesiculas por medio
del transportador monoaminico vesicular tipo 2 (VMAT2); a partir de entonces, el
complejo SNARE facilita la fusién de estas vesiculas con la membrana plasmaética,

permitiendo una correcta liberacion y difusion a través de la hendidura sinaptica
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(Bjorklund y cols., 2007). La identificacion de los receptores para la dopamina dentro
del cerebro comenzé con el descubrimiento del adenilato ciclasa estimulada por la
dopamina (Kebabian y cols., 1972). Actualmente, se han caracterizado cinco
subtipos distintos de receptores, todos los cuales estan acoplados a proteinas G y
categorizados en dos familias: familia D1 que abarca los receptores D1 y D5, que
estan ligados a proteinas Gs o Gq; y la familia D2, que incluye los receptores D2, D3
y D4, acoplados a proteinas Gi. La activacion de los receptores de la familia D1 es
capaz de potenciar la actividad intracelular de la adenilato-ciclasa, mecanismo que
puede elevar la excitabilidad neuronal; por el contrario, los receptores D1 requieren
concentraciones elevadas para la activacion, lo que también se conoce como

respuesta fasica (Dreyer y cols., 2010).

Dentro del cuerpo estriado de los ganglios basales, se cree que la orquestacion de
la activacion, liberacion y reactivacion de dopamina en neuronas que expresan el
receptor D1y el receptor D2 ejerce una influencia considerable en el comportamiento
motor (Atcherley y cols., 2015). Se prevé que la activacion incrementada de las
neuronas dopaminérgicas mantenga los niveles iniciales de dopamina ténica, que
activa constitutiva y selectivamente a los receptores D2, manteniendo asi la via
indirecta en un estado “silencioso”, mientras que no logra alcanzar niveles adecuados
para la activacién del receptor D1, inhibiendo consecuentemente la via directa
(Bjorklund y cols., 2007). Los episodios de mayor actividad dan como resultado un
aumento temporal de la dopamina extracelular, que se une al receptor D1 y activa la
via directa, dando lugar a plasticidad sinaptica y alteraciones en la excitabilidad que
potencian procesos como el aprendizaje relacionado con la recompensa y el inicio
de actos motores (Kaeser y cols., 2014). Por el contrario, las interrupciones en la
activacién neuronal producen una disminucién transitoria en los niveles de dopamina,
disminuyendo las vias inhibitorias indirectas mediadas por el receptor dopaminérgico
D2, lo que potencia su excitabilidad y fomenta resultados como el aprendizaje
relacionado con el castigo y la supresion de la produccion motora (Bjorklund y cols.,
2007). Por otro lado, se ha demostrado que la activacion de receptores D1 ejerce
efectos duales sobre la descarga provocada en las neuronas espinosas medianas

del cuerpo estriado, este efecto depende del potencial de membrana en reposo, ya
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que a potenciales hiperpolarizados (~80mV) la activacion por SKF 81297 (un
agonista de los receptores D1) reduce la actividad neuronal, pero en condiciones
donde el potencial de membrana es menos negativo (~55mV), similares al estado
"up" inducido por la entrada cortical, el mismo agonista aumenta la respuesta
provocada (Hernandez-Lopez y cols., 1997). Este efecto excitatorio se atribuye a la
potenciacion de la corriente a través de canales de Ca** tipo L, ya que se observa un
prolongacion de la latencia en los potenciales de accion dependientes del Ca?*,
fendbmeno que es replicado por el agonista BayK 8644 (agonista selectivo de los
canales de calcio tipo L) y bloqueado por antagonistas como nicardipina y
calciseptina (Uchimura et al., 1986; Calabresi et al., 1987; Wilson and Kawaguchi,
1996).

En el contexto de la via indirecta, el mismo grupo de investigacion demostré que la
activacion de los receptores D2 en neuronas enkefrinérgicas del cuerpo estriado
disminuye directamente la corriente a través de canales de Ca** tipo L. Este efecto
no se debe a la clasica inhibicion del adenilato ciclasa, sino a la activacion de la
fosfolipasa CB1 mediante la subunidad Gy, la movilizacion de Ca2* intracelular via
inositol trifosfato (IP3) y la activacion subsecuente de calcineurina, lo que reduce la
excitabilidad neuronal (Hernandez-Lépez et al., 2000; Sibley, 1995; Surmeier et al.,
1995).

Estudios recientes han ampliado el paradigma clasico de los ganglios basales al
demostrar que la modulacion dopaminérgica en el estriado involucra complejas
dinamicas de red. La activacién de receptores D1 incrementa la sincronia neuronal
formando circuitos cerrados y recurrentes, lo que sugiere la seleccion de secuencias
motoras especificas. En contraste, la activacion de receptores D2 genera patrones
de actividad diversos y multiples trayectorias, permitiendo que los circuitos exploren
diferentes alternativas para la ejecucion o preparacion del movimiento (Carrillo-Reid
y cols., 2011).

Ademas, estos hallazgos subrayan que la funcién del estriado no se reduce a un
simple modelo “facilitador vs inhibidor”, sino que depende de la interaccion de

mecanismos postsinapticos y presinapticos. En las neuronas de la via directa, la
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activacion D1 potencia la regién de conductancia de pendiente negativa inducida por
NMDA, aumentando la excitabilidad, mientras que en la via indirecta la activacion D2
reduce dicha conductancia y modula la liberacion de GABA a través de colaterales
axonales, alterando la inhibicion lateral, evidenciando que la integracion de rutas fijas
y de alternativas dindmicas es fundamental para la adaptacion precisa de la

respuesta motora. (Carrillo-Reid et al., 2011).
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Figura 20. Vias dopaminérgicas clasicas de los ganglios basales. Circuito de redes
anatémicas entre los ganglios basales, el talamo y el cuerpo estriado, ilustrando la via directa y la via
indirecta. Los receptores para dopamina D1y D2 se encuentran en las neuronas espinosas medianas
de eferencia procedentes del cuerpo estriado, los cuales dan lugar a la via directa (en verde) y a la
via indirecta (en rojo). SNc=sustancia nigra compacta; GPi= globo palido interno; GPe= globo palido

externo; NST= ndcleo subtalamico. Realizado en Biorender y modificado de Calabresiy cols., (2014).
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Receptor de la familia D2 para dopamina.

En general, todos los receptores dopaminérgicos se caracterizan por la presencia de
siete dominios transmembranales, comprendiendo cada uno entre 20 y 25 residuos
de aminoacidos hidréfobos. Estos receptores se clasifican como metabotrépicos

debido a su asociacion con las proteinas Gi (Missale y cols., 1998).

El receptor para dopamina tipo D2 fue el primer receptor que se aisl6 mediante
técnicas de clonacién en las investigaciones realizadas por Bunzow y sus cols.,
(1988); esta proteina se derivd de células de fibroblastos de raton. El receptor D2
exhibe similitudes estructurales con los receptores D3 y D4, particularmente en su
bucle i3 intramembranoso alargado, que abarca aproximadamente de entre 101

hasta 166 aminoacidos (Jackson y cols., 1994).
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Receptor para dopamina D2
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Figura 21. Descripcion grafica de la estructura del receptor D2 para la

dopamina. Se muestra la zona extracelular, la zona intramembranal en color ocre y la zona

citoplasmatica. Modificado de Jackson y cols., (1994).

Los receptores D2 existen en dos morfologias resultantes del empalme alternativo
del acido ribonucleico mensajero (ARNm). El primero, designado D2S (corto), es
referido como tal debido a su longitud reducida, que consiste en tan solo 414
aminoacidos en los humanos y de 415 aminoacidos en las ratas (Kukstas y cols.,
1991). La variante D2L (larga) presenta una secuencia mas extensa de 443
aminoacidos en humanos y de 444 aminoacidos en las ratas, siendo la distincion
primaria en la region intracelular (i3), que es fundamental para la interaccion con las
proteinas Gi. Todos los segmentos integrales estan interconectados por tres bucles

intracelulares y tres extracelulares (Missale y cols., 1998).

Ademas, los receptores D2 funcionan de manera autbnoma como autorreceptores y

han sido identificados como reguladores clave de la biosintesis y liberacion de
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dopamina al tiempo que poseen la capacidad de modular la exocitosis de

neurotransmisores adicionales (Jackson y cols., 1994).

Rol de ladopamina en la actividad locomotora

Anteriormente, se ha descrito la funcién de la dopamina dentro de los ganglios
basales, facilitando el movimiento por la activacion de los receptores D1 a través de
la via directa, o inhibiendo el movimiento a través de la via indirecta con la activacion
de los receptores D2. No obstante, estudios contemporaneos realizados en
lampreas, ratas, ratones y pez cebra han dilucidado que las neuronas meso-
diencefélicas extienden las proyecciones a tres niveles subordinados: la RLM, las

neuronas reticulo-espinales, y los GPC's (Grillner y cols., 2014).

En 2009, se realizaron experimentos en primates utilizando un transportador de
dopamina (DAT), revelando que las terminales dopaminérgicas que se originan en la
sustancia nigra pars compacta, estan presentes dentro del nacleo pedunculo pontino
(Rolland y cols., 2009). Investigaciones adicionales, empleando técnicas de
hibridacion y trazado in situ para la tirosina hidroxilasa, mostraron que las vias
dopaminérgicas del tubérculo posterior (un homoélogo de SnC en mamiferos)
proyectan hacia abajo en la RLM (Pérez-Fernandez y cols., 2014; Ryczko y cols.,
2016). Adicionalmente, estudios en ratas empleando voltamperometria in vivo
demostraron que un estimulo quimico con anfetamina dentro de la sustancia nigra
pars compacta potencia la liberacién de dopamina en el RLM, principalmente en el
PPN (Ryczko y cols., 2016). El mismo grupo de investigacién mostrd, en lampreas,
un aumento en la concentracién de dopamina en la RLM se correlaciona con una
mayor actividad de nado debido a la activacion de neuronas glutamatérgicas (Ryczko
y cols., 2013).

Por otra parte, se implementé voltamperometria de barrido rapido en las neuronas
reticulo-espinales de lampreas, mostrando la presencia de liberacion dopaminérgica

en los cuatro nucleos reticulares (Ryczko y cols., 2020). Ademas, cuando se
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administré el agonista SCH 23390 a una concentracién de 0.5 uM, se produjo una

reduccion de la velocidad de nado en las lampreas (Ryczko y cols., 2020).

A nivel espinal, se ha documentado que todos los receptores para dopamina se
encuentran expresados (Zhu y cols., 2007). Tradicionalmente se reconoce que la
dopamina a bajas concentraciones puede ejercer una influencia inhibitoria y
viceversa. No obstante, en 2012 se realizaron una serie de investigaciones para
examinar los efectos de la dopamina a dosis bajas (1-5 uM) y altas dosis (50-100 uM)
utilizando agonistas para los receptores de dopamina D1 y D2, reportando que la
activacion de los receptores D1 en Xenopus levis o en C. elegans promueve un
aumento locomocién ficticia, mientras que la activacion de los receptores D2 produce
un efecto supresor en la nataciéon (Clemens y cols., 2012). Otra serie de experimentos
muestra que la activacion de heterodimeros D1 y D2 en la médula espinal puede
facilitar la despolarizacion a través de una elevacion del calcio intracelular, mediada
principalmente por fosfolipasa C (Sharples y cols., 2020). Estos hallazgos indican
gue, si bien D1 puede mejorar la actividad de las neuronas motoras en varios
modelos, su coactivacion con D2 puede ser fundamental para mantener una

comunicacion efectiva entre las interneuronas que conforman el GCP espinal.

La apomorfina, como un agonista dopaminérgico no selectivo.

La apomorfina es un agonista dopaminérgico no selectivo caracterizado por una alta
afinidad por los receptores para dopamina dependiendo de la dosis. La sintesis inicial
de este compuesto fue en 1845, realizada por el quimico finlandés Adolf Edvard
Arppe, quien logré esto calentando morfina con acido sulftrico a una temperatura de
100° Celsius, designandola posteriormente como sulfomarfuro (Citado en Ganchery
cols., 1989) Posteriormente, Augustus Matthiessen y Charles Romley Alder Wright
sintetizaron con éxito apomorfina a partir de codeina y acido sulfarico; sin embargo,

no fue hasta 1869 que su valor fue reconocido por la comunidad médica tras la

61



publicacién de trabajos relacionados con los alcaloides del opio (Auffret y cols.,
2018).
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Figura 22. Estructura molecular de la apomorfina. Se ilustra la estructura molecular del

agonista no selectivo de los receptores de para dopamina, nétese que el doble hidroxilo se asemeja

a la estructura de la dopamina (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Apomorphine.).

La apomorfina o Ci7- Hi7- NO2, se categoriza como un agonista dopaminérgico no
selectivo, lo que significa que tiene afinidad por las familias de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 dependiendo de la concentracién (Deleu y cols., 2004);
también se ha documentado que exhibe una notable afinidad por los receptores de
serotonina SHT1A, 5HT2A, 5HT2B y 5HT2C, junto con los receptores a1B, alD, a2A,
a2B y a2C (Millan y cols., 2002) Las investigaciones in vitro han demostrado que,
aparte de sus propiedades dopaminérgicas, la apomorfina posee la capacidad de
neutralizar los radicales libres, convirtiéndola en un potente agente antioxidante y

neuroprotector (Grunblatt y cols., 1999).

Se ha observado que una sola dosis intravenosa de apomorfina puede potenciar la
actividad locomotora de tres a cinco minutos después de su administracion y exhibe
una vida media que va desde 30 hasta 90 minutos (Gancher y cols., 1989). Los
efectos secundarios reportados incluyen nauseas, hipotension postural y azotemia
pre-renal atribuida a la acumulacion de metabolitos dentro del sistema renal (Deleu

y cols., 2004). Debido a su alta solubilidad, se ha observado que la apomorfina puede
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alcanzar altas concentraciones en el cerebro que son hasta ocho veces mayores que
las encontradas en el plasma, manteniendo sus efectos farmacodinamicos hasta

treinta minutos después de su administracion (Gancher y cols.,1989).

Experimentos in vitro muestran que este compuesto se une desde un ochenta y cinco
hasta un noventa por ciento a las proteinas presentes en el plasma, se metaboliza
predominantemente en el higado, con procesos de glucuronidacion y sulfatacion que
explican la conversion de aproximadamente el 10 por ciento de la apomorfina total
en metabolitos como la apocodeina y del tres hasta el cinco por ciento se expulsa sin

cambios via la orina (Neef y cols., 1999).

La apomorfina se utiliza actualmente como agente terapéutico para la enfermedad
de Parkinson avanzada, el manejo de la disfuncion eréctil y para la enfermedad de
Alzheimer (Ribaric y cols., 2012). Investigaciones recientes han indicado que la
administracion de apomorfina a concentraciones de 0.5 y 50 uM resulté en una
mejora de la actividad locomotora, observada veinte minutos después de la
administracion en larvas de pez cebra (Irons y cols., 2013). En ratas Wistar, la
apomorfina se administré en dosis de 1, 2 y 4 mg/Kg; y se presentd una activacion
en la actividad locomotora. Los autores sugieren que este fenbmeno puede ser
atribuible al compromiso inicial de los receptores D3 seguido de la activaciéon de los
receptores D2 (lkram y cols., 2011). Esta modulacién bifasica de la actividad
locomotora también se ha documentado en ratas Sprague-Dawley, con la
administracion de pramipexol a dosis de 0.1, 0.3, y 1 mg/Kg por via subcutanea (s.c).
En todas las dosis, la locomocién se disminuyd durante los 40 minutos iniciales,
seguido de un aumento, con la dosis de 0.3 mg/Kg, que se mantuvo mas alla de los
90 minutos del periodo experimental (Chang y cols., 2011). Estos hallazgos ilustran
gue el impacto del pramipexol sobre la actividad locomotora en las ratas es similar a
las observadas en el pez cebra, puede dilucidarse mas eficazmente a través de una
respuesta hipodopaminérgica inicial que se debe a los autorreceptores D3, sucedida
por una respuesta hiperdopaminérgica tardia debido a la activacion de los receptores
D2 (Chang y cols., 2011).
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El pramipexol, como un agonista dopaminérgico de la familia D2.

El pramipexol ((6S) -6-N-propil-4,5,6,7-tetrahidro-1,3-benzotiazol-2,6-diamina) se
clasifica como un derivado no ergolico del aminobenzotiazol sintético, que posee la
capacidad de interactuar con los receptores de la familia dopamina D2, exhibiendo
una afinidad de unién para los receptores D3 que es siete veces mayor que para los
receptores D2 y D4 (Watts y cols, 1997). Este agonista dopaminérgico sirve como un
complemento en el régimen terapéutico para pacientes con enfermedad de
Parkinson avanzada resistentes al tratamiento convencional con la L-DOPA (Neefy
cols, 1999). La Asociacion de Drogas y Alimentos de los Estado Unidos de América
(FDA, de sus siglas en inglés) otorgo la aprobacion del pramipexol en 1997 como un
tratamiento primario o terapia complementaria a los medicamentos de primera linea
para la enfermedad de Parkinson, y en 2006 para el sindrome de piernas inquietas,
un trastorno del suefio (Contin y cols., 2019). Adicionalmente, este agente
farmacoldgico ha demostrado eficacia en el tratamiento de la depresion bipolar y en
la depresion que no responde a otros medicamentos, como los inhibidores de la
recaptura de serotonina (Moirand y cols., 2019). Las investigaciones experimentales
en modelos animales han demostrado que el pramipexol mitiga eficazmente los
sintomas motores parkinsonianos en monos y macacos con enfermedad de
Parkinson inducida por la N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (Frampton y cols.,
2014).
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Figura 23. Estructura molecular del pramipexol. La estructura molecular C10H17NsS,

funciona como un agonista de la familia D2 para la dopamina. Es utilizado como un agente anti
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parkinsoniano y para el sindrome de piernas inquietas (modificado de

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pramipexole).

Se postula que el efecto terapéutico del pramipexol en la enfermedad de Parkinson
probablemente se deba a su preferencia por los receptores D3, lo que engendra un
mecanismo de retroalimentacion negativa sobre la sintesis endégena de dopamina,
mitigando asi el estrés oxidativo y preservando la integridad de las neuronas

nigroestriatales (Li y cols., 2002).

Los analisis farmacocinéticos indican que el pramipexol posee una vida media de
aproximadamente 8 horas en individuos mas jovenes, y doce horas en poblaciones
mayores, alcanzando concentraciones plasmaticas maximas dos horas después de
la administracion, con una biodisponibilidad superior al 90 por ciento; se metaboliza
en menor medida el 10 por ciento y el 90 por ciento es excretado via orina (Contin 'y
cols., 2019). Los efectos secundarios reportados incluyen: nduseas, somnolencia,
fatiga, cefalea, estrefiimiento, alucinaciones, interrupciones del suefio y sintomas

extrapiramidales (Cheny cols., 2007).

En modelos murinos, la administraciéon de pramipexol a una dosis de 0.1 mg/Kg se
ha asociado con aumento sostenido en la actividad locomotora hasta por 57 dias de
administracion continua, sin alterar la expresion del receptor D2 para dopamina en el
estriado, incluso después de 71 dias de tratamiento diario (de Almeida y cols., 2014).
Por el contrario, la investigacion realizada en un modelo de lesién medular muestra
gue la administracion de este agente dopaminérgico a una dosis de 2 mg/Kg por via
intravenosa durante 28 dias produjo mejoras en las funciones locomotoras segun lo
evaluado por la escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB), junto con una expresion
mejorada del receptor D2, apoptosis reducida y niveles disminuidos de citocinas

proinflamatorias en la médula espinal (Liu y cols., 2023).
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El quinpirol, como una agonista dopaminérgico de la familia D2.

El quinpirol  ((4aR,8 aR)-5-propil-1,4,4 a,6,7,8,8 a,9-octahidropirazolo[3,4-
g]quinolina) es una pirazoloquinolida (compuesto quimico que combina estructuras
del pirazol y una quinilona) sustituida por un grupo propilo en la posicién 5 (Levin y
cols., 1986).

Este compuesto fue designado inicialmente como LY 171555, en 1981, el
neurocientifico John W. Kebabian junto con su equipo de investigacion reportaron
gue este compuesto exhibia una afinidad por los receptores de la familia D2 para la
dopamina (Levin y cols., 1986). Posteriormente, se realizaron una serie de
experimentos en ratas Long-Evans para evaluar su impacto en el comportamiento
locomotor, administrando quinpirol a dosis variables desde 0.03, 0.125, 0.5 hasta 8
mg/Kg, con evaluaciones conductuales cada 10 minutos a lo largo de 110 minutos
gue duraba el ensayo. Los resultados revelaron que este agonista produjo una
respuesta bifasica, caracterizada por una reduccion inicial de la actividad locomotora
durante los primeros 50-60 minutos, seguida de un aumento en la conducta

locomotora (Eilam y cols., 1989).
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Figura 24. Estructura molecular del quinpirol. Se ilustra la estructura quimica del agonista

para la familia de los receptores D2, el quinpirol. Modificado de

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Quinpirol.

Una posible justificacion de esta respuesta bifasica postula que el quinpirol exhibe
una mayor afinidad por los receptores D3, lo que produce una disminucion de la
actividad locomotora (Missale y cols., 1998), mientras que la estimulacion de los
autorreceptores D2 inhibe la liberacion de dopamina en las neuronas
dopaminérgicas, contribuyendo asi también a una reduccion de la actividad
locomotora (Missale y cols., 1998). No obstante, a dosis elevadas empleadas en
modelos murinos, el quinpirol puede activar los receptores D2 de 30 a 60 minutos
después de su administracion (Li y cols., 2002). También, se ha reportado que el
efecto en la actividad locomotora es dependiente de una ritmo circadiano, la
administracion a dosis de 1 mg/Kg produce una actividad locomotora diurna, pero

una hipoactividad locomotora en la fase nocturna (Akhisaroglu y cols., 2005).

En un modelo de lesién traumatica cerebral en raton, se reporté que el uso del
quinpirol a una dosis de 1mg/Kg administrado por 7 dias, fue capaz de aumentar
expresion de los receptores D2 en comparacion con los sujetos que no recibieron el
tratamiento, adicionalmente muestra un efecto neuroprotector porque el nivel de
gliosis se ve atenuado al igual que el porcentaje de células apoptéticas (Alam y cols.,
2021).

La hormona liberadora de gonadotropinas y sus efectos

terapéuticos.

El decapéptido (PGlu-His-TRP-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly - NH2), conocido como
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, de sus siglas en inglés), fue
identificado por Andrew V. Schally en 1971 a través de investigaciones realizadas en
el hipotalamo de cerdos, lo que contribuy6 a los reconocimientos que recibid, entre

ellos el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1977 (citado por Casteel y cols.,
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2023). La GnRH juega un papel critico dentro del eje hipotalamico-pituitario-gonadal
(HPG), sirviendo como el principal modulador de las funciones reproductivas y la
manifestacion de los rasgos sexuales; su via biosintética se localiza principalmente
en el hipotalamo de los mamiferos (Maggi y cols., 2016; Schally y cols., 1971). En
humanos, el gen de GnRH se denota como GnRH1, que comprende cuatro exones

y tres intrones, ubicados en el brazo corto del cromosoma 8 (Okubo y cols., 2008).

Se ha establecido que este péptido interactia con sus receptores ubicados en células
gonadotrépicas dentro de la glandula pituitaria, facilitando la sintesis y liberacion de
la hormona luteinizante (LH, de sus siglas en inglés) y la hormona foliculoestimulante
(FSH, de sus siglas en inglés), esto observado en diversas especies de mamiferos
(Schally, 1971). A la fecha, se han identificado un total de 20 formas estructurales
distintas entre todos los taxones de vertebrados, sin embargo, la secuencia de
aminoacidos constituyentes permanece altamente conservada, lo que indica una

trayectoria evolutiva para el sistema reproductivo (Okubo and Nagahama, 2008).

Las neuronas productoras de GnRH emergen de la placa olfativa medial durante el
proceso de desarrollo embrionario, migrando posteriormente al bulbo olfatorio antes
de llegar finalmente al hipotdlamo (Maeda y cols., 2010). El soma de estas neuronas
se localiza en el area predptica medial y en el ndcleo infundibular arcuato del
hipotalamo (Maeda y cols., 2010). En humanos, la poblacion estimada de estas
neuronas es de entre 1,000 a 1,500 células (Madea y cols., 2010). Tras su liberacion,
la GnRH interactda con el receptor GnRH1, que se clasifica dentro de la familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR, de sus siglas en inglés) caracterizado por
siete dominios transmembrana (Kakar y cols., 1992), y se expresa principalmente en
la superficie de las células gonadotrépicas en la glandula pituitaria. En humanos, este
receptor es una proteina compuesta por 328 aminoacidos, codificada por el gen
ubicado en 4913 en el cromosoma 4 (Yan y cols., 2020). Adicionalmente, se ha
identificado un receptor de GnRH II, expresado predominantemente en la eminencia
media del hipotalamo como lo demuestran los estudios realizados en primates, y

también esta implicado en la estimulacion de la produccién de LH (Lescheid y cols.,
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1997). Ambos receptores para las gonadotropinas estan acoplados a proteinas Gq,
facilitando asi la generacion intracelular de fosfato de inositol (Yan y cols., 2020). No
obstante, el receptor GnRH | exhibe expresion predominante en las células
gonadotrépicas de mamiferos, incluyendo humanos, y representa la via primaria para

la secrecion de las gonadotropinas FSH y LH (Perrett y cols., 2013).

Se ha mostrado que la secrecion de GnRH por las neuronas se manifiesta en dos
modalidades distintas: el modo pulsatil y un modo continuo o de sobretensiéon
(Dierschke y cols., 1970). Las observaciones de estudios de lesion hipotalamica en
monos Rhesus revelaron un cese en la secrecion pulsatil endégena de la LH y la
ciclicidad menstrual, subrayando con ello el papel critico de la liberacion pulsatil de
GnRH por las neuronas hipotalamicas (Dierschke y cols., 1970), como muestran
estudios en ratas (Gay and Sheth, 1972), en ovejas (Burtler 1972), y en otras
especies de mamiferos (Stamatiades y cols, 2018). En mujeres, se ha demostrado
gue la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH estan supeditadas a la etapa del
ciclo menstrual. Durante la fase folicular se documentaron pulsos de LH cada dos
horas, mientras que se ha reportado una secrecién continua a mitad del ciclo, y un

intervalo de secrecidn de cada cuatro horas durante la fase latea (Yen y cols., 1971).

Se ha establecido que la dinamica secretora de las gonadotropinas FSH y LH en los
subtipos de células de la pituitaria es diferente. La frecuencia de pulsos de GnRH
potencia selectivamente la actividad transcripcional de los genes gonadotrépicos
(Stamatiades y cols., 2018). Los pulsos rapidos facilitan la sintesis y liberacién de LH,
mientras que los pulsos mas lentos son propicios para la produccion y secrecién de
FSH (Stamatiades y cols., 2018). Tanto la FSH, como la LH juegan un papel

fundamental en la regulacién de la produccion de esteroides sexuales (Hrabovszky y
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cols., 2013)
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Figura 25. Secreciéon de la hormona liberadora de gonadotropinas. La hormona

liberadora de gonadotropinas se libera por neuronas del hipotalamo, se desplazan a la glandula
pituitaria en su porcion anterior para estimular las liberaciéon de la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH), se dirigen a los sitios de accién enddcrinos en los ovarios y los
testiculos, promueve la secrecién de andrégenos, progesterona y estradiol. Modificado de Perrett y
cols., (2013).

Estudios recientes indican que multiples vias centrales y periféricas estan implicadas
en la dinamica funcional de las neuronas GnRH (Maggi y cols., 2016). La kisspeptina,
la norepinefrina y diversos neuropéptidos han sido identificados como sefales

estimuladoras para la secrecion de gonadotropinas, mientras que los opioides
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endogenos, la interleucina | y la progesterona sirven como sefales inhibidoras
(Maggi y cols., 2016).

La Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM de sus siglas en inglés)
ha reportado que varias patologias pueden alterar la frecuencia y amplitud de la
secrecion de GnRH, incluyendo el sindrome de ovario poliquistico, hiperplasia
suprarrenal congénita de inicio tardio y la anovulacion hiperandrogénica, entre otras
(Sheiber y cols., 2020). En consecuencia, se ha explorado la GnRH como un posible
blanco de intervencion terapéutica para estas afecciones. Las vias de administracion
de la GnRH han incluido métodos intravenosos, subcutaneos, intramusculares,
nasales y sublinguales. Sin embargo, la administracion intravenosa ha demostrado
ser de una eficacia superior en la estimulacién de la liberacién de FSH y LH (liu y
cols.,1984). Uno de los retos asociados a esta modalidad de tratamiento dirigida a
mejorar las tasas de ovulacion en mujeres con trastornos en la ovulacion, es la vida
media notablemente corta de la GnRH, de tan solo 2 hasta 4 minutos (Levine y cols.,
1982). Como resultado, se han dirigido esfuerzos hacia el desarrollo de analogos de
GnRH que puedan replicar los efectos deseados, pero en una vida media prolongada,

como lo es el acetato de leuprolida.

Acetato de leuprolida, un agonista de la hormona liberadora de

gonadotropinas.

La leuprolida es un péptido sintético que consiste de nueve residuos de aminoacidos
(C59H84N16012), estructuralmente similar a la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), con la distincion de incorporar un unico residuo D-Leucina
gue extiende su vida media a aproximadamente a tres horas en comparacion de los
3 minutos de la GnRH (Conn y cols., 1991). La droga fue introducida inicialmente en
1985 como una opcidn terapéutica para el cancer de prostata (citado en Schally y
cols., 2000), en investigaciones ulteriores demostraron la eficacia de este analogo en

el tratamiento de diversas afecciones, incluyendo la endometriosis, los fibromas
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uterinos, la pubertad precoz de origen central y como terapia adyuvante en los

protocolos de fecundacion asistida (Wilson y cols., 2007).
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Figura 26. Estructura molecular del acetato de leuprolida. El acetato de leuprolida es

un analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, de sus siglas en inglés),
guimicamente es un oligopéptido que comprende residuos de piroglutamil, histidilo, triptofila, serilo,
tirosil, D-leucilo, leucilo, arginilo y N-etilprolinamida unidos en secuencia. Modificado de

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Leuprolide.

En un estudio clinico que evalud el efecto terapéutico de la endometriosis, en 56
mujeres que recibieron acetato de leuprolida (LA) a una dosis de 3.75 mg cada mes
durante un periodo de seis meses; los resultados indicaron que, al tercer mes, las
participantes a las que se les administré acetato de leuprolida, experimentaron una
reduccion en el dolor pélvico sin ningun efecto adverso reportado (Dlugi y cols.,
1990). Adicionalmente, también se ha documentado que la administracion de acetato
de leuprolida a una dosis de 7.5 mg cada tres meses para el tratamiento de la
endometriosis es segura y eficaz (Avid y cols., 2001). La aplicacion de este
oligopéptido tomé una direccién alternativa cuando se investigé en un modelo murino
de la enfermedad de Alzheimer los efectos del acetato de leuprolida; con una dosis
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de 1.5 mg/Kg produjo una disminucion de un 32% en los niveles cerebrales de AB1-
42 (un precursor de la proteina beta amiloide), y las evaluaciones cognitivas después
de cuatro semanas de tratamiento mostraron una mejora en el rendimiento de los
ratones tratados (Wilson y cols., 2007). Posteriormente, un equipo de investigacion
de la Universidad de Aguascalientes, en México, mostro que tanto la GhRH como su
contraparte sintética, el acetato de leuprolida, exhiben propiedades neurotrdéficas y
neuroprotectoras dentro del sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico
(Guzman-Soto y cols., 2016). Con base a estos hallazgos, se han emprendido
investigaciones para evaluar al acetato de leuprolida como una posible intervencion
terapéutica para la esclerosis multiple, lesiones en la médula espinal, y otras
afecciones neurologicas (Altamira-Camacho y cols., 2020; Guzman-Soto y cols.,
2016; Hernandez-Jasso y cols., 2020; Olvera-Sandoval y cols., 2018; Quintanar y
cols., 2018).

Tabla 6. Aplicaciones clinicas de la hormona liberadora de gonadotropinas y
sus analogos sintéticos.
Alteracion Efecto
Infertilidad Estimula la produccién de gametos y de
las hormonas sexuales.
Criptorquidia Descenso del o de los testiculos.
Pubertad tardia Las hormonas LH y FSH aceleran el
proceso de la pubertad.

Agonistas y antagonistas de GnRH

Anticoncepcién Inhibicion de la ovulacion y de la
espermatogénesis.

Patologias dependientes de e Céncer de prostata

hormonas sexuales e Hipertrofia prostatica benigna

e Cancer de mama

e Endometriosis
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e Fibrosis uterina

e Sindrome premenstrual

e Sindrome de ovario poliquistico

e Hirsutismo

e Acné vulgar

e Pubertad precoz

¢ Porfiria intermitente aguda

Infertilidad Inhibicién de la gonadotropina endégena

junto con la administracion controlada
de gonadotropina exdgena,
especialmente en la induccion de la
ovulacion en técnicas de reproduccion

asistida.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona
foliculoestimulante. Modificado de Millard y cols., (2005).
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Antecedentes

La rata taiep es el primer modelo de la tubulinopatia TUBB4A, este modelo fue
derivado de una mutacion espontanea dentro de una colonia de ratas de la cepa
Sprague-Dawley, mantenidas en el bioterio de investigacion del Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y el Control Motor del Instituto de Fisiologia de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (Holmgren y cols., 1989). Las ratas de
alto bostezo (HY, se sus siglas en inglés) se obtuvieron a partir de un macho que
bostez6 de manera espontanea 21 bostezos por hora, a partir de este macho se han
reproducido por entrecruzamientos endogamicos (hermanos con hermanas). En la
generacion F4 las ratas taiep aparecieron como una mutacion espontanea (Holmgren
y cols., 1989; Urba-Holmgren, 1990). El padecimiento genético se transmite como un
rasgo autosomico recesivo, con la mutacion localizada en el cromosoma 9,
especificamente dentro del gen Tubb4a, que codifica para la B tubulina 4a (Liy cols.,
2003; Duncan y cols., 2017; Garduno-Robles y cols., 2020).
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Figura 27. Mutacion de la rata taiep en el gen de la B tubulina 4a. A) Secuencia de

la B tubulina en el cromosoma 9 y la secuencia con cuatro exones del gen Tubb4a en la rata. B) Se
muestra los electroferogramas de las ratas Sprague-Dawley y taiep. Note la mutacion de una G por
una A en el exén 4 de la rata taiep. C) C-1 Se muestra la secuencia de los aminoacidos que codifican
para la proteina tubulina g 4a de la rata, el ratén, el macaco, el bovino y el humano. C-2. Se muestra
la secuencia de aminoacidos que corresponde al gen TUBBA4A en diferentes especies incluida la rata

taiep (modificado de Garduno-Robles y cols., 2020).

La tubulina representa una proteina crucial para la sintesis de los microttbulos,
siendo la tubulina B 4a la que tiene mayor expresion en los oligodendrocitos (Terada
et al., 2005), y segun un estudio reciente, la expresibn aumenta en muestras
postnatales en comparacion con las muestras fetales, lo que probablemente indica
gue esta tubulina tiene un impacto en los procesos de mielinizacién postnatal en el
cerebro (Park y cols., 2021).Las tubulinopatias constituyen un grupo diverso de
patologias que se caracterizaron recientemente, afectan a las tubulinas a, By y, junto
con proteinas asociadas con los microtubulos como las dineinas y las quinesinas
(Hoff y cols., 2022). Notablemente, las mutaciones en el gen TUBB4A humano no
precipitan malformaciones cerebrales, sino que se correlacionan con distonias tipo 4

y con la leucodistrofia H-ABC (Gongalves y cols., 2018).

La rata taiep tiene una hipomielinizacién inicial, seguida de una desmielinizaciéon
progresiva del sistema nervioso central (Eguibar y cols., 2021). El término “taiep” es
el acrénimo para los signos motores: el temblor, la ataxia, la inmovilidad, la epilepsia,
y paralisis de las extremidades traseras (Cortés y cols., 2005; Holmgren y cols.,
1989).

Investigaciones previas han indicado que el mutante de mielina puede lograr una
sobrevida de hasta 24 meses con la atencion adecuada, tal como una rata sana
(Eguibar y cols., 2010, 2021; Foote y cols., 2005). Esta observacion es significativa,
ya que otros mutantes de mielina, como la rata MD (deficiente en mielina, de sus
siglas en inglés), tipicamente tienen una esperanza de vida de apenas 28 dias.
Debido a estas consideraciones, la rata taiep es reconocida como el inico modelo

de tubulinopatia con hipomielinizacion y atrofia de los ganglios basales y cerebelo
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(H-ABC) con mayor sobrevida documentado hasta la fecha (Alata y cols., 2021,
Equibar y cols., 2021; Garduno-Robles y cols., 2020).

9 meses

3 meses
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Figura 28. Corte sagital de cerebro de una rata taiep y de una rata sana de la

cepa Sprague-Dawley. Se observa hipomielinizacion inicial en la rata taiep en comparacion de

la rata Sprague-Dawley (SD) y un proceso de desmielinizacion progresiva a los tres meses que
progresa a los nueve meses de vida. En azul oscuro se muestra la concentracion de mielina utilizando

la técnica de azul de nitro-tetrazolio y diaminobenzidina. Modificado de O’Connor y cols., (2000).

En condiciones fisiolégicas la produccion de la mielina requiere de los
oligodendrocitos para sintetizar distintas proteinas para la correcta formacion de las
vainas de mielina (Eguibar y cols., 2021). En la rata taiep todas las proteinas
necesarias para la formacion de la mielina se encuentran disminuidas como son la
proteina basica de la mielina (PBM), la proteina proteolipidica (PLP), la glicoproteina
asociada a la mielina (GAM), y la enzima 2,3-nucledtido ciclico 3 fosfodiesterasa
(CNP; Moller y cols., 1997). En estudios previos se ha mostrado que las proteinas
asociadas a la produccion y mantenimiento de la mielina que se encuentran
disminuidos en la rata taiep con relacion a la rata Sprague-Dawley, disminuyen con
la edad. (Eguibary cols., 2021; Eguibar y cols., 2014; Moller y cols., 1997; O’Connor
y cols., 2000).

La alteracion de la mielina se debe a una acumulacion anormal de microtubulos
alrededor del reticulo endoplasmico rugoso de los oligodendrocitos, lo que se ha
propuesto, es que se interrumpe el transporte de las proteinas recién sintetizadas
desde del reticulo endoplasmico hacia la porcion Cis del aparato de Golgi (Couve y
cols., 1997). La PLP es sintetizada en el reticulo endoplasmico y posteriormente se
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empaqueta en el aparato de Golgi, sin embargo, la PBM es sintetizada por ribosomas
libres para después llegar a los procesos distales de los oligodendrocitos, y alinearse
en forma de granulos a los microtubulos en la membrana (Milner y cols., 1985) . El
uso del nocodazol o de la colchicina compromete el transporte del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) de la MBP interrumpiendo la incorporacion de la PLP a la
membrana de la mielina, estos estudios muestran que la estructura normal de los
microtubulos en los oligodendrocitos es esencial para el transporte adecuado de las
proteinas esenciales para la produccion y mantenimiento de las vainas de mielina en
los axones. De tal forma que en los oligodendrocitos de la rata taiep el transporte es
anormal, esto fue mostrado por inmuno marcaje de la PLP con fluorescencia en los
oligodendrocitos de ratas sanas Sprague-Dawley, el transporte es en sentido hacia
los procesos distales; mientras que en las ratas taiep puede darse hacia los procesos
distales o hacia atras (Eguibar y cols., 2021; Song y cols., 1999). Por lo tanto, en los
oligodendrocitos de la rata taiep la tasa de remplazo de las proteinas para el
mantenimiento de la mielina es menor con respecto a las ratas Sprague-Dawley
(Song y cols., 1999; Eguibar y cols., 2021).

A nivel ultraestructural existe una acumulacion de microtabulos (MT) unida al reticulo
endoplasmico (ER) formando el denominado complejo MT-ER. Couve y cols; (1997)
propusieron que el complejo MT-ER son los responsables del bloqueo del transporte
intracelular de las proteinas y de los lipidos necesarios para la produccion y el
mantenimiento de la mielina (Couve y cols., 1997). Adicionalmente, los
oligodendrocitos de la rata taiep muestran niveles altos de microtibulos y de la
proteina asociada a microtubulos (MAP1b), respecto a las ratas Sprague-Dawley
(O’Connor y cols., 2000; Song y cols., 1999).

Todas las vias centrales que tienen un proceso de mielinizacion tardia, esto es que
se mielinizan después del nacimiento, estan mas afectadas en la rata taiep, dentro
de las cuales encontramos la via corticoespinal, las columnas dorsales de la médula
espinal y el nervio éptico (Roncagliolo y cols., 2003; Song y cols., 1997; Roncagliolo
y cols., 2000). En comparacion con las vias que mielinizan en la etapa fetal, como

son las columnas ventrales de la médula espinal que estan menos afectadas, lo que
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describe que no existe una homogeneidad en cémo se afectan los distintos haces

del sistema nervioso central (Lunny cols., 1997).

En nuestro laboratorio, se efectuaron estudios de imagenologia por resonancia
magnética (IRM) comparativa entre grupos de ratas Sprague-Dawley (SD) y taiep,
empleando un resonador de 7.0 T (Teslas). Los hallazgos de los resultados de las
IRM mostraron que las ratas taiep presentan una hipomielinizacion en el cuerpo
calloso y la comisura anterior, asi como atrofia del cerebelo, del nicleo caudado y

ventriculomegalia (Garduno-Robles y cols., 200.); que son los signos de IRM

caracteristicos de la tubulinopatia H-ABC humana (Goncalves y cols., 2018).
Sprague-Dawley taiep Sprague-Dawley taiep

2 meses 1 mes

8 meses

Figura 29. Imagen de resonancia magnética en un modelo de tubulinopatia con

hipomielinizacion y atrofia en los ganglios basales y el cerebelo. Se muestran las
imagenes ponderadas en T2 del cerebelo en ratas taiep y Sprague-Dawley (SD) al primer, segundo y
octavo mes de vida. a-f) Corte sagital del cerebro de ambos grupos de ratas, en el recuadro amarillo
se observa la mielina con una sefial hipointensa en las ratas SD. g-I) Corte coronal del cerebelo, la
sefial hipointensa se observa mas en las ratas SD, lo que denota menor un porcentaje de mielina en

la rata taiep. Modificado de Garduno-Robles y cols., (2020).
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Las investigaciones ulteriores han mostrado que la desmielinizacién progresiva
conduce a alteraciones en los tractos corticoespinales, que son cruciales para las
funciones motoras, manifestandose en cambios conductuales como es la
deambulacion (Moon y cols., 2016). En una serie de experimentos realizados en
nuestro laboratorio, se mostro que el ciclo de marcha de la rata taiep es notablemente
mas lento y la coordinacion se ve alterada en comparacion con el de la cepa Sprague-
Dawley (Alata y cols., 2021)
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Figura 30. Alteracion de la coordinacion de la marcha en larata taiep. A) Seiilustra
el andlisis de las pisadas en un registro de la marcha en la rata Sprague-Dawley (SD) en comparacion
con la rata taiep, los circulos en rojo denotan las pisadas que no pertenecen a un ciclo normal en los
roedores. B-D) Andlisis de los registros de la marcha en ratas taiep de 21y 90 dias postnatales (DPN).
B) La coordinacion de la marcha se deteriora con la edad. C) La duracién de los registros es mayor
en ratas de 90 DPN. D) El porcentaje de pisadas anormales aumenta con la edad, por lo que disminuye
el nimero de ciclos completados. *P<0.05. Modificado de Alata y cols., (2021).
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Justificacion.

La rata taiep presenta una leucodistrofia debida a una tubulinopatia que afecta a la
proteina B 4a (tubb4a) mostrando una hipomielinizacion seguida de una
desmielinizacion progresiva del sistema nervioso central. Lo que altera la conducta

locomotora modificando los pardmetros de la marcha.

En un trabajo previo hemos mostrado que la administracion de agonistas
dopaminérgicos y serotonérgicos mejoran algunos parametros de la marcha en las
ratas taiep macho adultas. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales
con diferentes agentes dopaminérgicos para dilucidar el posible papel de este

neurotransmisor en la frecuencia locomotriz de la rata taiep.

Los estudios realizados empleando agonistas GnRH en diferentes modelos murinos
de esclerosis multiple, lesién en la médula espinal muestran una mejoria en su
actividad locomotora, ademas de tener efectos neurotréficos y neuroprotectores
reportados con la administracion sistémica del acetato de leuprolida, los cuales
pueden tener un impacto positivo sobre los signos motores producidos por la

tubulinopatia H-ABC en la rata taiep.
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Hipotesis.

1. La administracién sistémica de agonistas dopaminérgicos D2 mejorara los
parametros del patrén de la marcha en la taiep.

2. La administracion cronica de un agonista de los receptores para la hormona
liberadora de gonadotropinas mejorara los parametros del patron de la marcha

en la rata taiep.
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Objetivo general.

Evaluar los parametros del patrén de la marcha en la rata taiep tras la administracion
sistémica de agonistas dopaminérgicos y después de una administracion cronica del
agonista de los receptores para la hormona liberadora de gonadotropinas, el acetado

de leuprolida.
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Objetivos especificos.

Realizar el analisis del patron de la marcha en ratas taiep macho a los 21 dias
postnatales y hasta los 90 dias postnatales.

Realizar una curva dosis-efecto del agonista D2, el pramipexol, sobre los
pardmetros estaticos y dinamicos del patron de la marcha en ratas taiep
machos de 3 meses de edad.

Realizar una curva dosis-efecto del agonista D2, el —(-) quinpirol, sobre los
pardmetros estaticos y dinamicos del patron de la marcha en ratas taiep
machos de 3 meses de edad.

Realizar una curva dosis-efecto del agonista dopaminérgico, la apomorfina,
sobre los pardmetros estaticos y dinAmicos del patron de la marcha en ratas
taiep machos de 3 meses de edad.

Realizar una curva dosis-efecto del agonista GnRH, el acetato de leuprolida,
sobre los parametros estaticos y dinamicos del patrén de la marcha en ratas

taiep machos de 3 meses de edad.
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Metodologia

Animales

Los sujetos de investigacion fueron 85 ratas taiep macho de tres meses y seis ratas
taiep de 21 DPN, los cuales se obtuvieron del bioterio del Laboratorio Neurofisiologia
de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla. Los sujetos de investigacion permanecieron en un
ciclo luz-oscuridad 12:12 invertido (las luces se encienden a las 19:00), en
condiciones ambientales controladas 22 + 2 ° C y humedad relativa de 35-40%.
Permanecieron de 2 a 3 sujetos por jaula de acrilico de 6 mm de espesor con medidas
de 32 cm de ancho, 47 cm de largo y 20 cm de alto, con acceso libre de agua
purificada Ciel™ (Coca Cola Co., México) y alimento balanceado para roedores
(Purina Mills, Estados Unidos de Ameérica). Los procedimientos descritos se
realizaron conforme a las leyes y cédigos aprobados en el Titulo Séptimo del
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Salud del
gobierno mexicano (NOM-062-Z00-1999), y que se apega a la guia de los Institutos
Nacionales de Salud de los EUA NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(85-23, revisado en 2011). El protocolo experimental fue sometido a evaluacion y
aprobacion por el CICUAL-BUAP. Los grupos se dividieron en n=6 para el protocolo
del andlisis del patron de la marcha en el dia 21 postnatal (DPN) y en el 90 DPN.
Otro de 25 sujetos para el protocolo de administracion de acetato de leuprolida (n=5
para el grupo control, n=5 para la dosis de 1.2 ug/Kg, n=5 para la dosis de 2.4 ug/Kg,
n=5 para la dosis de 10 ug/Kgy n=5 para la dosis de 30 ug/Kg. Otros 60 sujetos para
el protocolo de administracion de dopaminérgicos (n=6 para cada uno de los grupos
control, pramipexol a las dosis de 0.25, 0.5 y 1 mg/Kg; quinpirol a las dosis de 0.25,
0.5y 1 mg/Kg y de apomorfina a las dosis de 0.25, 0.5y 1 mg/Kg).
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Drogas

Se utilizé acetato de leuprolida (AL), un analogo sintético de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH), y se administraron las dosis de 1.25, 2.5, 10 y 30 ng/Kg
de acetato de leuprolida o solucion salina al 0.9% (NaCl) como grupo control desde
el primer dia de registro y cada tres dias durante un periodo de 21 dias en los grupos
experimentales y grupo control respectivamente por via subcutdnea en la region
dorsal del cuello. Para los dopaminérgicos se empled el agonista pramipexol para la
familia de receptores D2 para dopamina, o quinpirol (-(-) quinpirol) y el agonista
dopaminérgico inespecifico la apomorfina (Guzméan-Soto y cols., 2012; Galindo y
cols., 2015; Guzman-Soto y cols., 2016; Villanueva y cols., 2017; Quintanar y cols.,
2019, 2022).

Equipo para el andlisis del patrén de la marcha en la rata taiep

Se empled un equipo tipo pasarela CatWalk™ (Noldus Technologies, Paises Bajos)
para medir los parametros del patrén de la marcha en la rata taiep. El equipo consta
de una pasarela con un extremo abierto y las paredes delimitadas por paneles de
Plexiglas negro, el techo que cubre la pasarela es una lampara de diodos emisores
de luz de color rojo; el piso es un vidrio de 6mm de espesor, de 120 cm de largo y 21
cm de ancho retroiluminado por medio de una luz color verde, la cual se difracta al
contacto de cada una de las extremidades de la rata y es proporcional a la fuerza de

presidén que ejerce la pata sobre el vidrio.

La utilizacion del equipo tipo pasarela se realizo en una habitacion oscura de 248
cm de largo y 198 cm de ancho, lo que permitié iluminar la sala con una luz roja
mediante un foco rojo de 40 Watts, dando una intensidad luminica de 1 a 4 luxes a
lo largo de las pruebas (Hamers y cols., 2001; Garrick y cols., 2021). Se fabricé una

caja de madera que se coloca al final de la pasarela para simular un tinel que
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desemboca en una caja de acrilico con medidas de 8 X 24.5 X 15 cm, con la finalidad

de almacenar a los animales al finalizar cada ensayo (Cortés, 2011).

Los parametros del patrén de la marcha se obtuvieron mediante la grabacién con
una camara de alta velocidad (Gevicam modelo GP-2360C, Estados Unidos de
Ameérica) ubicada en un angulo perpendicular a 70 centimetros por debajo del piso
de cristal de la pasarela, la cual tiene la capacidad de detectar la luz emitida al poner
las huellas de la rata durante su paso a través del tinel. Subsecuentemente, la
informacién adquirida por la camara es enviada mediante un cable tipo Ethernet de
calibre 5 a un servidor modelo Dell precision T3500, esto con el fin de ser
decodificada empleando el programa CatWalk ™ version 9.1 bajo el sistema
operativo Windows 7. Cada vez que las ratas atravesaron la pasarela sin detenerse
se le consideré como “marcha buena” y el numero total de marchas buenas se le
denomino “prueba”, siguiendo la nomenclatura de los desarrolladores (Hamers y
cols., 2001; 2006).

Habituacién y entrenamiento de la marcha

Todos los sujetos se habituaron al cuarto experimental en un periodo de diez con el
fin de que se habituaran al periodo luz-oscuridad invertido (Leussis y cols., 2006).
Posteriormente se les realizé un periodo de entrenamiento, el cual consiste en tres
marchas buenas completas en la pasarela durante siete dias consecutivos, se
empled cereal Frut Loops™ (Kellogg’s, Co, México) para incentivar el aprendizaje

durante la fase de entrenamiento al pasar el trayecto completo hasta la caja oscura.

Al término del periodo de entrenamiento se realizaron los registros de la marcha para
cada grupo experimental durante 21 dias consecutivos para los grupos de acetato de
leuprolida y tres dias consecutivos para los grupos que recibieron drogas
dopaminérgicas, los cuales consistieron en tres marchas buenas por cada prueba de

cada uno de los sujetos, siguiendo con los parametros de los desarrolladores para
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obtener un correcto andlisis de los datos correspondientes para cada prueba

(Hamers y cols., 2001)

Figura 31. Sistema para el registro del patron de la marcha, tipo Catwalk ™. se
ilustra la vista anterior del sistema de registro tipo pasarela. Notese la camara modelo Gevicam
colocada en un angulo inferior de la pasarela para registrar cada uno de los parametros de la marcha
(sefialada por la flecha de color rojo), en la parte superior se observa el piso retroiluminado de color

verde (en una raya) en el cual deambulara la rata para su registro (Ahumada-Juarez, 2020).
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Los pardmetros para el andlisis de la marcha en la rata taiep.

En el programa Catwalk 9.1 (Noldus tecnologia, Paises Bajos) se puede analizar
diferentes variables relacionadas con la marcha de los roedores. Sin embargo, se
utilizaron los parametros mas empleados para el estudio de la marcha de acuerdo
con un metaanalisis (Kappos y cols., 2017). Se analizaron los siguientes parametros:
duracion de la fase de soporte, duracion de la fase de balanceo, longitud de zancada,
base de soporte, velocidad, area maxima de contacto de las patas, cadencia e indice
de regularidad de la marcha (véase la Tabla 6). La mayoria de los parametros se
expresan por separado para las patas delanteras y para las traseras. El programa de
computo CatWalk 9.1 proporciona los valores para cada una de las cuatro patas. Los

cuales seran promediados como la media + el error estandar de la media (E.E.M.).

Tabla 7. Parametros a evaluar en los sujetos con el sistema de registro del

patron de la marcha Catwalk™.

Parametro a Descripcion Interpretacion

evaluar

Duracion de la Duracion en segundos del contacto El aumento de la duracion de la
fase de soporte. de las patas con el piso de cristal.  fase de soporte sugiere un
mecanismo compensatorio en las
alteraciones motoras. Sin
embargo, una disminucién puede
implicar otras alteraciones como
dolor.
Duracién de la Duracion en segundos en que la La disminucién del balanceo se
fase de pata oscila y pierde el contacto con debe a un desequilibrio o
balanceo. el piso de cristal problemas para el soporte del
peso corporal.
Base de soporte Distancia en centimetros entre las El aumento de la base de soporte
extremidades anteriores y esta relacionado con problemas

posteriores en la coordinacion motora.
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Longitud

zancada

Velocidad de la

marcha

indice
regularidad

Cadencia

de

de

Distancia entre las ubicaciones

sucesivas de la misma pata.

Recorrido de la distancia en

segundos de la marcha.

Es un indice porcentual que
representa la coordinacion de la
marcha, calculado en funcion del
namero de  patrones de
secuencia de pasos normales
(PSPN), numero de huellas y
colocaciones de las patas,
IR = 100% * (PSPN * # huellas) /

# de colocaciones de las patas

Se refiere al nUmero de pasos en un

minuto.

La disminucion de la zancada

puede indicar una marcha
alterada. Signo que se observa en
la ataxia.

La disminucion de la velocidad
puede relacionarse con trastornos
en la coordinacién entre las
extremidades, y/o alteraciones
motoras del sistema nervioso

central o el sistema nervioso
periférico.

Una disminucion en el indice de
regularidad indica un patrén de

caminata irregular.

La disminucién de la cadencia
puede deberse a alteraciones de
la marcha, y estan relacionadas

con la longitud de zancada.

Se muestran los parametros a evaluar en los sujetos de investigacion, la descripcion y la

interpretacién de cémo puede estar relacionada la alteracion en cada parametro de la marcha.
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Analisis estadistico

Para el andlisis de datos de todos los grupos se utilizé el programa de computo
Sigma-Plot version 14 (Sigma Stat, San Jose, CA, Estados Unidos de América). Los
datos se compararon mediante una prueba de kruskal Wallis, seguido de la prueba
de Dunn para los datos obtenidos de los experimentos con los agentes
dopaminérgicos. Para el acetato de leuprolida se efectué un ANOVA de medidas
repetidas de dos factores (dia de administracion y dosis del farmaco) seguido de una
prueba de Dunnet. Para el valor de "q” obtenido en la prueba de Dunnet, se indica
con un subindice la dosis correspondiente (qo.2s, ejemplo). Para todos los reportes

estadisticos se considerd una P<0.05 como resultado significativo.
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Resultados.

N

BioRender

Figura 32. Parametros del patron de la marcha en la rata taiep. Se ilustran los parametros del
patron de la marcha en la rata taiep obtenidos mediante el sistema de registro CatWalk™. A) Fase de
soporte: duracion del tiempo en que la pata de la rata se mantiene en el piso de cristal. B) Fase de
balanceo: duracién del tiempo donde la pata de la rata se mantiene suspendida en el aire, sin tener
contacto con el piso de cristal. C) Longitud de la zancada: distancia recorrida durante un paso de cada
extremidad de la rata taiep. D) Velocidad del patron de la marcha: distancia del recorrido de la rata en
la pasarela durante un periodo de tiempo. E) Coordinaciéon entre las extremidades: en el sistema de
registro CatWalk™ se obtiene mediante el indice de regularidad, este determina el nimero de pisadas
correctas (circulo en verde) menos el nUmero de pisadas que no pertenecen a un patréon normal de la
marcha (circulos en rojo) entre el nimero total de pisadas, el circulo azul determina el inicio de cada
ciclo de la marcha. AD: extremidad anterior derecha; PD: extremidad posterior derecha; Al: extremidad

anterior izquierda; Pl: extremidad posterior izquierda. Realizado mediante BioRender™,
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Resultados de la evolucion de la marcha con la edad en la rata taiep.

Los resultados experimentales reportados en esta tesis corresponden al grupo de
ratas taiep macho de 21 dias post natales (DPN) y hasta los 90 DPN. Todos los datos
corresponden a la mediana y a los cuartiles de seis ratas taiep machos.
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Figura 33. La coordinaciéon y el numero de ciclos del patrén de la marcha se

modifica con la edad en la rata taiep macho. A) El indice de regularidad disminuye en la

rata taiep macho de 90 DPN en comparacién con la rata taiep de 21 DPN (*P<0.05). B) El niUmero de
ciclos del patrén de la marcha disminuye en las ratas taiep macho de 90 DPN en comparacion con las
ratas taiep de 90 DPN (**P<0.001).

El indice de regularidad, que cuantifica la coordinacion entre las extremidades del
patrén de la marcha es menor en ratas taiep macho adultas (90 DPN) en comparacion
a los registros obtenidos al tener 21 DPN por cambios alométricos (t-pareada, T=4.25,
gl=5, *P<0.05; véase Figura 33). Para el del numero de ciclos del patron de la marcha
durante los registros de la marcha, las ratas taiep macho de 21 DPN fueron capaces
de completar una mayor numero de ciclos respecto de los 90 DPN (t-pareada, T=7.61,
gl=5, **P<0.001; véase Figura 33).
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Figura 34. La velocidad de la marcha en la rata taiep decrementa con la edad.

A) La velocidad del patrén de la marcha en la rata taiep es mayor a los 21 DPN en comparacion con
los 90 DPN de edad (**P<0.001). B) La duracion del registro del patron de la marcha es mayor en las

ratas taiep macho adultas (90 DPN) en comparacién con las de 21 DPN (*P<0.05).

Las ratas taiep macho presentaron una mayor velocidad del patron de la marcha a
los 21 DPN en comparacién de la evaluacion de los registros a los 90 DPN (t-pareada,
T=5.99, gl=5, **P<0.001; véase Figura 34). Adicionalmente, las ratas taiep macho
jovenes (21 DPN) completaron el recorrido de la pasarela en menor tiempo en
comparacién con los registros del patron de la marcha obtenidos a los 90 DPN (21
DPN; t-pareada, T=2.38, gl=5, *P<0.05; véase Figura 34).

Resultados de los grupos dopaminérgicos.

Los resultados experimentales que se reportan en esta tesis corresponden al grupo
de ratas tratadas con los tres agonistas dopaminérgicos de la familia D2. Todos los
datos corresponden a la media + el error estandar de la media (E.E.M.) de seis ratas
taiep machos de tres meses de edad. Los datos recolectados fueron evaluados

mediante la prueba de Shapiro-Wilk con el objetivo de verificar si se ajustaban a una
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distribucion normal. Dado que los resultados indicaron que no cumplian con esta
condicion, se procedi6 a aplicar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para llevar
a cabo el analisis comparativo entre los grupos. Posteriormente, se emple6 la prueba
de Dunn como andlisis post hoc para identificar las diferencias especificas entre los
grupos estudiados, asegurando asi una evaluacion rigurosa y acorde con las

caracteristicas del conjunto de datos.

Efecto de la administracidén del agonista dopaminérgico apomorfina,

en los parametros estaticos y dindmicos de la marcha en la rata taiep.

La duraciébn de la fase de soporte de las extremidades anteriores disminuyd
significativamente tras la administracion de apomorfina con la dosis de 0.5 mg/Kg
(ANOVA, H=29.64, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, g=5.31,

**pP<0.001) y disminuyé también en las extremidades posteriores (kruskal Wallis,

H=29,6, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, q=3.24, *P<0.05) con respecto

al grupo control.
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Figura 35. La administracion sistémica de apomorfina modifica la fase de

soporte en la rata taiep. A) La duracién de la fase de soporte de las extremidades anteriores se

disminuye tras la administracién de apomorfina a la dosis de 0.25 mg/Kg (kruskal Wallis, P<0.001,

seguido de la prueba de Dunn, **P<0.001). B) La fase de soporte de las extremidades posteriores
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aumento tras la administracién de apomorfina a la dosis de 0.25 mg/Kg (kruskal Wallis, P<0.001,
seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05), pero disminuye con la dosis de 0.5 mg/Kg (kruskal Wallis,
P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05.

La dosis de 0.25 mg/Kg aument6 el tiempo de la fase de soporte de las patas traseras,

esto es el tiempo de contacto de la pata con el piso de cristal de la pasarela (kruskal
Wallis, H=29.64, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, g= 3.28, *P<0.05) con

respecto al grupo tratado con solucion salina isoténica. Con la dosis de 1 mg/Kg no
se obtuvieron efectos significativos en la duracion de la fase de soporte (véase Figura
35).
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Figura 36. La apomorfina disminuye la duracion de la fase de balanceo tanto en
las extremidades anteriores como en las posteriores en la rata taiep. A) La
duracién de la fase de balanceo en las extremidades anteriores disminuye tras la

administracién de apomorfina a las dosis de 0.5y 1 mg/Kg (kruskal Wallis, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunn, *P<0.05). B) En la duracién de la fase de balanceo de las extremidades
posteriores se obtuvo una disminucion con las dosis de 0.25 (kruskal Wallis, P<0.05, seguido

de la prueba de Dunn, *P<0.05) y 1 mg/Kg (kruskal Wallis, P<0.001, seguido de la prueba de
Dunn, *P<0.05, **P<0.001).

Con respecto a la duracion de la fase de balanceo, la apomorfina indujo una

disminucién de este parametro con las dosis de 0.5 y 1 mg/Kg (kruskal Wallis,
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H=18.92, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, gos=3.62, g1=2.73 *P<0.05),

y con la dosis mas baja no modifico la duracion de la fase de balanceo. Por otro lado,
las dosis de 0.25 y 1 mg/Kg disminuyeron la duracién de la fase de balanceo

comparadas con el grupo tratado con solucién salina isotonica (kruskal Wallis,

H=33.59, gl=3 P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, qo.s=4.95, q1=3.27, *P<0.05,

**P<0.001; véase en la Figura 36). La longitud de la zancada tanto en las

extremidades anteriores, como en las posteriores no modificO con ninguna de las

dosis de apomorfina probadas (véase Figura 37).
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Figura 37. La apomorfina no modifica la longitud de la zancada en la rata taiep.
A) La zancada en las extremidades anteriores, no se modificé con las tres dosis de apomorfina
probadas. B) La apomorfina no modifica la longitud de la zancada en las extremidades

posteriores, con ninguna de las dosis empleadas.

La coordinacion del patron de la marcha alterada que presenta la rata taiep en machos
de tres meses, mejord cuando se administrd la apomorfina con las dosis de 0.25y 1

mg/Kg al compararse con el grupo control (kruskal Wallis, H=17.66, gl=3, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunn, qo.25=3.83, gos5=2.46, *P<0.05). Sin embargo, con la

dosis intermedia de 0.5 mg/Kg no se obtuvieron resultados significativos (véase Figura
38). Pero con la dosis mas alta de apomorfina (1 mg/Kg) aumenté la velocidad del
patron de la marcha en la rata taiep (ANOVA, H=10.156, gl=3, P<0.05, seguido de la
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prueba de Dunn, g=2.92 *P<0.05). Mientras que la dosis media y baja no modificaron

la velocidad del patrén de la marcha con respecto al grupo control (véase Figura 39).
El nUmero de pasos por minuto registrado en el patron de la marcha de las ratas taiep,

no se modificd con ninguna de las dosis empleadas de apomorfina (véase Figura 40).
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Figura 38. La apomorfina aumenta la coordinacion entre las extremidades de la

rata taiep. El indice de regularidad aumenta con la administracion de apomorfina a las dosis de 0.25

y con 1m/Kg (kruskal Wallis, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).
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Figura 39. La apomorfina mejora la velocidad de la marcha en la rata taiep. La

velocidad de la marcha medida en cm/s, aumentd significativamente con la administracion de

apomorfina a la dosis de 1 mg/Kg (kruskal Wallis, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).
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Figura 40. La apomorfina no modifica los pasos por minuto en la rata taiep. La
cadencia del patrén de la marcha no se modifica tras la administracion de la apomorfina, con ninguna

de las dosis empleadas.

Efecto de la administracion del agonista dopaminérgico D2, el pramipexol, en

los parametros estaticos y dinamicos de la marcha en la rata taiep.

La duracion de la fase de soporte en las extremidades anteriores no se modificd con
ninguna de las dosis administradas de pramipexol (véase Figura 40). Sin embargo,
con la dosis de 0.25 y de 0.5 mg/Kg de este agonista dopaminérgico aumenté la
duracion de la fase de soporte de las extremidades posteriores con respecto al grupo
control (kruskal Wallis, H=16.82, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn,

qo.25=3.1, qo5=3.86, *P<0.05), y con la dosis mas alta no se modificé este parametro

dindmico del patron de la marcha (véase Figura 41).
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Figura 41. El pramipexol aumenta la duracion de la fase de soporte en el tren

posterior de la rata taiep. A) En las extremidades anteriores, el pramipexol no modifica la

duracion en la fase de soporte de las ratas taiep macho de tres meses. B) La duracion de la fase de
soporte de las extremidades posteriores disminuye tras la administracion de pramipexol con las dosis
de 0.25y 0.5 mg/Kg (kruskal Wallis, H=16.824, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).
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Figura 42. El pramipexol es capaz de disminuir la duracion de la fase de

balanceo en larata taiep. A) La duracion de la fase de balanceo en las extremidades anteriores

disminuye con la administracién de pramipexol a las dosis de 0.25 y 1 mg/Kg (kruskal Wallis, H=30.18,
gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05, **P<0.001). B) El pramipexol a las dosis de
0.25y 1 mg/Kg, disminuye la duracién de la fase de balanceo en las extremidades posteriores (kruskal
Wallis, H=23.47, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).

En la duracién de la fase de balanceo de las extremidades anteriores, se obtuvo un
decremento significativo con la administracion de pramipexol con las dosis de 0.25y
1 mg/Kg (kruskal Wallis, H=30.17, gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn,

o.25=3.15, g1=5.15 *P<0.05, **P<0.001, respectivamente) en comparacién con el

grupo control (véase la Figura 42). El pramipexol con 0.25 o con 1 mg/Kg disminuye
la duracién de la fase de balanceo en las extremidades posteriores respecto del grupo

control (kruskal Wallis, H=23.47, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn,
o.25=3.53, 01=3.46, *P<0.05; véase Figura 42). Con la dosis intermedia probada (0.5

mg/Kg) no se modifico este parametro dinamico del patron de la marcha tanto en las

extremidades anteriores, como en las posteriores.
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Figura 43. El pramipexol disminuye la distancia de desplazamiento del paso en

la rata taiep. A) Con la dosis de 1mg/Kg de pramipexol, disminuye significativamente la longitud de

la zancada en las extremidades anteriores (kruskal Wallis, P<0.05, H=31.75, gl=3, seguido de la prueba
de Dunn, **P<0.001). B) La longitud de la zancada disminuye con la administracion de pramipexol a
las dosis de 0.5y 1mg/Kg con respecto al grupo control (kruskal Wallis, H=55.7, gl=3, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunn, *P<0.05).

La distancia que recorre cada pata delantera durante el patrén de la marcha
disminuyé significativamente cuando se administro el pramipexol a la dosis méaxima

(1 mg/Kg) con respecto al grupo control (kruskal Wallis, H=31.75, gl=4, P<0.001,
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seguido de la prueba de Dunn, q=5.01 **P<0.001, respectivamente; véase Figura

43). La longitud de la zancada de las extremidades posteriores también disminuyo

significativamente con el pramipexol a las dosis de 0.5 y 1 mg/Kg (kruskal Wallis,

H=55.7, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, qos=3.58, g1=7.21 *P<0.05,

**P<0.001, respectivamente); sin embargo, con la dosis méas baja (0.25 mg/Kg), no

se modifico este parametro estatico del patron de la marcha en las ratas taiep (véase
Figura 43). Sin embargo, la dosis de 0.25 mg/Kg increment6 significativamente de la
coordinacion entre las extremidades de las ratas taiep macho adultas (kruskal Wallis,

H=31.75, gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=5.69 **P<0.001; véase
Figura 44).

Figura 44. El pramipexol aumenta la coordinacién de la marcha en la rata taiep.
El indice de regularidad aumenta significativamente tras la administracion de pramipexol con

la dosis de 0.25 mg/Kg en comparacion con el grupo control (ANOVA, H= 33.4, gl=3, P<0.05,

seguido de la prueba de Dunn, kel P<0.001).
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Figura 45. La rata taiep deambula a menor velocidad con la administraciéon de

pramipexol. Con las dosis de 0.5 y 1 mg/Kg de pramipexol, disminuye significativamente la

velocidad del patrén de la marcha en la rata taiep (kruskal Wallis, H=33.34, gl=3, P<0.05, seguido de

la prueba de Dunn, *P<0.05), en comparacién al grupo control.

Las dosis empleadas de pramipexol a 0.5 y 1 mg/Kg indujeron un decremento
significativo en la velocidad del patron de marcha comparadas con el grupo tratado

con solucién salina hipoténica (kruskal Wallis, H=55.7, gl=3, P<0.001, seguido de la
prueba de Dunn, qos=3.49, qi1=4.24, *P<0.05; véase Figura 45). La cadencia del

patrén de la marcha disminuyé con la administracion de pramipexol con la dosis mas
baja de 0.25 mg/Kg (kruskal Wallis, H=8.67, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de

Dunn, g=2.8, *P<0.05), pero no modificé la cadencia del patrén de la marcha con las

dosis de 0.5y 1 mg/Kg (véase Figura 46).
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Figura 46. Las ratas taiep tratadas con pramipexol dan menos pasos por minuto

durante la marcha. La cadencia del patrén de la marcha disminuye tras la administracion de

pramipexol con la dosis de 0.25 mg/Kg (kruskal Wallis, H=8.69, gl=3 P<0.05, seguido de la prueba de
Dunn, *P<0.05) en comparacion con el grupo control.

Efecto de la administracion del agonista dopaminérgico D2, el quinpirol, en los

pardmetros estéaticos y dindmicos de la marcha en la rata taiep.

La duraciébn de la fase de soporte de las extremidades anteriores disminuyd
significativamente tras la administracion de quinpirol con la dosis de 0.25 mg/Kg en
comparacién con solucion salina isoténica (kruskal Wallis, H=20.14, gl=3, P<0.001,
seguido de la prueba de Dunn, q=3.9, **P<0.001). Por otra parte, con las dosis de 0.5
y 1 mg/Kg no se modificd este pardmetro del patron de la marcha (véase Figura 47).
En contraste, con las dosis de 0.25 y 0.5 mg/Kg de quinpirol se aumentd la duracion
de la fase de soporte de las extremidades posteriores en comparacion con el grupo
control (kruskal Wallis, H=24.28, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn,
0o.25=2.93, qos= 4.2, *P<0.05, ** P<0.001, respectivamente; véase Figura 47), pero

no se obtuvieron cambios significativos con la dosis mas alta (1 mg/Kg).
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Figura 47. El quinpirol aumenta en la duracion de la fase de soporte en las

extremidades anteriores, y una disminucion en la duraciéon de las posteriores.

A) La duracién de la fase de soporte de las extremidades anteriores es menor tras la administracion de
quinpirol a la dosis de 0.25 mg/Kg en comparacion con el grupo control (kruskal Wallis, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunn, **P<0.001). B) La duracién de la fase de soporte en las extremidades
posteriores aumenta con la administracion de quinpirol con las dosis de 0.25 y 0.5 mg/Kg (kruskal
Wallis, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).

El tiempo que duran las patas anteriores para efectuar la fase de balanceo, disminuyé
con el quinpirol con todas las dosis empleadas (kruskal Wallis, H=33.8, gl=3, P<0.001,
seguido de la prueba de Dunn, go.25=3.26, qo5=4.16, q1=5.63, *P<0.05 **P<0.001,
respectivamente) en comparacion con el grupo control (véase Figura 48). Con las
dosis de 0.5 y 1 mg/Kg de quinpirol, se aumentd significativamente la duracion de la
fase de balanceo de las extremidades posteriores (kruskal Wallis, H=25.84, gl=3,
P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, gos=3.22, q1=4.48, *P<0.05, **P<0.001,
respectivamente; véase Figura 48). El quinpirol no modifico la longitud de la zancada
en las extremidades anteriores con ninguna de las dosis empleadas. Sin embargo,
disminuyé significativamente la longitud de la zancada de las extremidades
posteriores con el quinpirol a las dosis de 0.25 y 0.5 mg/Kg con respecto al grupo
tratado con soluciéon salina (kruskal Wallis, H=19.03, gl=3, P<0.001, seguido de la
prueba de Dunn, (o.25=3.48, qos=4.1 *P<0.05, **P<0.001, respectivamente; véase
Figura 49). Semejante a lo observado con el pramipexol, a la dosis mas baja (0.25
mg/Kg) el quinpirol fue capaz de mejorar significativamente la coordinacion de la
marcha, en comparaciéon con el grupo control (kruskal Wallis, H=31.38, gl=3, P<0.001,

seguido de la prueba de Dunn, q=5.24, *P<0.05; véase Figura 50).
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Figura 48. El quinpirol acelera la fase de balanceo en las ratas taiep machos de

tres meses. A) La administracién de quinpirol disminuye la duracién de la fase de balanceo con
todas las dosis empleadas en comparacion al grupo control (kruskal Wallis, H=33.8, gl=3, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05, **P<0.001, respectivamente). B) La duracién de la fase de
balanceo disminuye significativamente tras la administracion de quinpirol a las dosis de 0.5 y 1 mg/Kg
en comparacién del grupo tratado con solucion salina isotdnica (kruskal Wallis, H=25.84, gl=3, P<0.05,

seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05, **P<0.001, respectivamente).

Del mismo modo, a la dosis de 0.25 mg/Kg también incrementé significativamente la
velocidad de la marcha al compararla con el grupo tratado con solucién salina (kruskal
Wallis, H=33.79, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=3.12 *P<0.05;
véase Figura 51). El nimero de pasos por minuto del patrén de la marcha disminuyo6
significativamente solo con la dosis de 0.5 mg/Kg de quinpirol (kruskal Wallis,
H=12.34, gl=3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=3.07 *P<0.05); mientras
gue las dosis baja y alta no modificaron este parametro de la marcha con respecto a

las ratas taiep tratadas con solucion salina (véase Figura 52).
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Figura 49. El quinpirol disminuye la longitud de zancada del tren inferior en la

rata taiep. A) El quinpirol no modifica la longitud de la zancada en las extremidades anteriores con

ninguna de las dosis empleadas. B) La longitud de la zancada es significativamente menor con las
dosis de 0.25 y 0.5 mg/Kg de quinpirol en comparacion con el grupo control (kruskal Wallis, H=19.03,
gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, * P<0.05).
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Figura 50. El quinpirol mejora la coordinacion de la marcha en la rata taiep. A) El
indice de regularidad en el patron de la marcha de la rata taiep mejora con la administracion del
quinpirol a la dosis 0.25 mg/Kg en comparacion con el grupo control (kruskal Wallis, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunn, ** P<0.001).
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Figura 51. El quinpirol aumenta la velocidad de deambulacion en la rata taiep.

El quinpirol con la dosis de 0.25 mg/Kg aumenta la velocidad del patron de la marcha en la rata taiep

en comparacion del grupo control (kruskal Wallis, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn, *P<0.05).
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Figura 52. El quinpirol disminuye la cadencia de la marcha en la rata taiep. A) El
namero de pasos por minuto de la marcha disminuye tras la administracién de quinpirol a la

dosis de 0.5 mg/Kg en comparacion con el grupo control (kruskal Wallis, P<0.05, seguido de
la prueba de Dunn, *P<0.05). B) Ejemplo gréafico de la medicidén del nUmero de pasos en un

registro de la marcha mediante el sistema Catwalk™.

Resultados de los grupos administrados con acetato de leuprolida.

Todos los resultados experimentales que se reportan de las ratas tratadas con acetato
de leuprolida son la media + el error estandar de la media (E.E.M.) de cinco ratas taiep

machos de tres meses de edad.

La duracion de la fase de soporte de las extremidades anteriores de las ratas taiep,
disminuy6 con la dosis de acetato de leuprolida mas baja (1.25 png/Kg) en comparacion
con el grupo control (ANOVA, F =7.850, gl=4, P= 0.002, seguido de la prueba de
Dunnet, q=2.74, *P=0.048, véase Figura 53 y Tabla 8). Sin embargo, alcanzé
significancia estadistica en el dia tres de tratamiento con la dosis de acetato de
leuprolida a 10 ug/Kg (ANOVA, F@,20=1.67, gl=20, P=0.037, seguido de la prueba de
Dunnet, q=2.99, *P=0.011), el mismo efecto se obtuvo con la dosis de 2.5 ug/Kg en
el dia seis de tratamiento (ANOVA, F=1.67, gl=80, P=0.037, seguido de la prueba de
Dunnet, g=2.75 * P=0.021) y en el dia siete de tratamiento (ANOVA MR, 1.67, gl=80,
P= 0.037, seguido de la prueba de Dunnet, q=3.33, *P=0.004), y disminuy6 con la
dosis de 1.25 ug/Kg en el dia doce de tratamiento (ANOVA, 1.67, gl=80, P=0.037,
seguido de la prueba de Dunnet, q=2.95, *P=0.033) con respecto al grupo control

(véase Figura 53).
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Figura 53. El acetato de leuprolida aceleralafase de soporte en las extremidades

anteriores de la rata taiep. A) La duracion de la fase de soporte de las extremidades anteriores

se aumenta en el dia tres con la administracion de la dosis de 10 pg/Kg (ANOVA, P<0.05, seguido de
la prueba de Dunnet, *P<0.05). B) Se muestran los dosis por dia durante todo el tratamiento, la
disminucién de la duracion de la fase de soporte en las extremidades posteriores se obtuvo en el dia
seis y siete con la dosis de 2.5 ng/Kg (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet, *P<0.05),
pero disminuye en el dia 12 con la dosis de 1.2 ug/Kg (ANOVA, P<0.05, seguido de la prueba de
Dunnet, *P<0.05). A lo largo del tratamiento con acetato de leuprolida con la dosis 1.25 ng/Kg
disminuye la duracion de la fase de soporte en las extremidades anteriores (ANOVA, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunnet, *P<0.05).

Tabla 8. Andlisis estadistico de la duracién de la fase de soporte de las
extremidades anteriores con la administracion cronica de acetato de leuprolida
en la rata taiep.

Prueba estadistica ‘ Control 1.2pg/Kg 2.4 ug/Kg 10pug/Kg 30 pug/Kg

Estadistica | Media 0.273 0.203 0.287 0.308 0.329
descriptiva | EEM 0.0107 0.0107 0.0083 0.00928 0.00928
Tratamiento F=21.968; P<0.001
ANOVA | Dia F=1.523; P=0.072
MR i
Tratamiento F=0.943; P=0.615
por dia
pos hoc 5:;:: :l - 0.07 0.0558 0.0346 0.0138
de q' - 4.614 3.932 2.441 1.018
Dunnett
Valor de P - <0.001 <0.001 0.05 0.676
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Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la duracién de la fase de
soporte de las extremidades anteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de

leuprolida por 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas

Duracion de la fase de soporte (s)
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Figura 54. El acetato de leuprolida mejorala fase de soporte de las extremidades

posteriores en la rata taiep. A) Se muestra el efecto del tratamiento, la duracion de la fase de
soporte de las extremidades posteriores disminuye con la administracion de acetato de leuprolida en
todas las dosis empleadas (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet, * P<0.05, & P<0.001,
respectivamente) en comparacion del grupo control. B) Se muestra el efecto por dia de administracion
durante todo el tratamiento, note que desde el primer dia de administracion disminuye la duracién de

la fase de soporte de las extremidades posteriores.

Tabla 9. Andlisis estadistico de la duracién de la fase de soporte de las

extremidades posteriores con la administracion cronica de acetato de

leuprolida en la rata taiep.

Prueba estadistica Control \ 1.2 ug/Kg 2.4ug/Kg 10ug/Kg 30 ug/Kg
Estadistica | Media 0.198 0.13 0.116 0.132 0.151
descriptiva | EEM 0.00468 0.00474 0.00363 0.00406 0.00403

Tratamiento F=53.630; P<0.001

ANOVA | Dia F=1.805; P=0.020
MR Tratamiento

por dia F=2.681; P<0.001
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Dif. Vs
poil hoc control = 0.0682 0.0826 0.0667 0.0474
Dun:ett q' = 10.211 13.917 10.763 7.65
Valorde P = <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la duracion de la fase de
soporte de las extremidades posteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de
leuprolida por 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas

repetidas.

La duracion de la fase de soporte de las extremidades posteriores disminuy6
significativamente con la administracion de acetato de leuprolida con todas las dosis
empleadas (ANOVA, F=53.63, gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet,
0125=10.21, 25=13.91, (10=10.76, Q30=7.65, **P<0.001, véase Tabla 9) en
comparacion con el grupo control. Cuando se analizaron todas las dosis de acetato
de leuprolida con respecto al grupo control durante cada dia de tratamiento, en el dia
uno todas las dosis disminuyeron la duracién de la fase de soporte (ANOVA, F=1.8,
gl=80, P= 0.020, seguido de la prueba de Dunnet, q1.25=4.46, (2.5=8.24, q10=4.19,
030=6.48, *P<0.05, & P<0.001, respectivamente). En el segundo dia se disminuyo con
la dosis mas baja (g=3.49, *P<0.05), también en el dia tres (q=3.1, *P<0.05). En el
dia cuatro disminuyo con la dosis de 2.5 pug/Kg (q=2.82, *P<0.05) asi como en el dia
5 (g=2.58, *P<0.05). En el dia seis de tratamiento disminuy6 con las dosis de 1.25
(g=4.13, *P<0.05), 2.5 (g=3.67, *P<0.05) y 10 nug/Kg (q=3.27, *P<0.05), en el dia ocho
disminuy6 significativamente con las dosis de 1.25 ug/Kg (g=3.46, *P<0.05), con 10
ug/Kg (q=2.54, *P<0.05) y 30 nug/Kg (g=3.23, *P<0.05). En el dia nueve se disminuyo
solo con la dosis de 2.5 pg/Kg (g=2.47, *P<0.05) asi como en el dia 11 (q=2.58,
*P<0.05). En el dia doce disminuy6 significativamente con la dosis mas baja de 1.25
ug/Kg (g=4.43, &P<0.001), en el dia trece con las dosis de 1.2 ug/Kg (q=4.78,
&P<0.001) y 2.5 ug/Kg (g=0.28, *P<0.05). En el dia catorce también con las dosis de
1.2 (g=2.86, *P<0.05) y con 2.5 ug/Kg (g=2.92, *P<0.05); en el dia quince con las
dosis de 1.25 (q=3.17, *P<0.05), 2.5 (q=4.97, &P<0.001), 10 (q=4.54, &P<0.001) y 30
ng/Kg (g=3.12, *P<0.05); en el dia diecisiete disminuydé con las dosis de 1.25 (q=3.32,
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* P<0.05), 2.25 (q=4.05, & P<0.001) y 10 ug/Kg (g=2.89, *P<0.05); en el dia dieciocho
disminuy6 con las dosis de 2.5 (q=3.38, *P<0.05) y 30 ug/Kg (g=2.51, *P<0.05); en
el dia diecinueve disminuy6 solo con la dosis de 10 ug/Kg (g=2.46, * P<0.05); en el
dia veinte se disminuy6é con las dosis de 1.25 (g=3.57, *P<0.05), 2.5 (g=3.49,
*P<0.05), 10 ng/Kg (g=3.14, *P<0.05) respecto del grupo control (véase Figura 54).

A

0.4 ~@— Control

—@— Acetato de leuprolida 1.25 ug/Kg
*®
j-l-l-l i
12 24 10 %

o

o
»

—A— Acetato de leuprolida 10 ug/Kg
[0 Acetato de leuprolida 30 ug/Kg

<}
w
=
FS

o
w

o
N

o

Duracién de la fase de balanceo (s)
o
Ny
o

Duracion de la tase de balanceo (5)

(<)
o

o
=)

—¥— Acetato de leuprolida 2.5 ug/Kg
Control

12345678 91011121314151617 18192021
Acetato de leurpolida (pg/Kg) Dias de administracion

Figura 55. El acetato de leuprolida disminuye la fase de balanceo en las
extremidades anteriores en la rata taiep. A) se muestra el efecto total del tratamiento,
la duracion de la fase de balanceo durante el patron d la marcha disminuye con la

administracion de acetato de leuprolida a 10 ng/Kg (ANOVA, P<0.05, seguido de la prueba
de Dunnet, *P<0.05) y a la dosis de 30 ug/Kg (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de

Dunnet, **P<0.001) en comparacion del grupo control. B) Se muestra el tratamiento de la

administraciéon de acetato de leuprolida en la rata taiep macho de tres meses de edad.

Tabla 10. Analisis estadistico de la duracion de la fase de balanceo de las
extremidades anteriores con la administracion crénica de acetato de leuprolida

en la rata taiep.

Prueba estadistica Control 1.2pug/Kg 2.4 ug/Kg 10pug/Kg 30 pg/Kg

Estadistica Media 0.175 0.186 0.166 0.157 0.131
descriptiva | EEM 0.0048 0.0048 0.00372 0.00416 0.00418
Tratamiento F=22.882; P<0.001
ANOVA | Dia F=1.279; P=0.192
MR | Tratamiento F=1.80; P=0.321
por dia
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Dif. Vs
pozhoc control = 0.0114 0.0093 0.0178 0.0441
e q' - 1.675 1.529 2.81 6.951
Dunnett
Valorde P - 0.299 0.369 0.043 <0.001

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la duracion de la fase de
balanceo de las extremidades anteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de
leuprolida por 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas

repetidas.

La fase de balanceo de las extremidades anteriores disminuy6 con la administracion
de acetato de leuprolida a las dosis de 10 y 30 ug/Kg (ANOVA MR, F=22.88, gl=4,
P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet, q10=10.76, q30=7.65, *P<0.05, **P<0.001,
respectivamente) respecto al grupo control. Cuando se analizaron todas las dosis de
acetato de leuprolida con respecto al grupo control durante cada dia de tratamiento,
la duracion de la fase de balanceo de las extremidades anteriores disminuy6 en dia
doce con las dosis de 10 ug/Kg (ANOVA MR, F=1.27, gl=80, P= 0.020, seguido de la
prueba de Dunnet, q=2.62, *P<0.05) y con 30 ug/Kg (g=2.6, *P<0.05), en el dia 15
también disminuyo, pero solo con la dosis de 30 ug/Kg (q=3.41, *P<0.05); en el dia
20 también disminuyo con la dosis de 30 ug/Kg (q=2.48, *P<0.05) en comparacion

con el grupo control (véase Figura 55 y tabla 10).

La duracion de la fase de balanceo de las extremidades posteriores de las ratas taiep
macho, aumento con la administracién de acetato de leuprolida con la dosis de 1.25
ug/Kg empleadas (ANOVA MR, F=16.77, gl=4, P=0.004, seguido de la prueba de
Dunnet, q =4.11, *P<0.05; véase Tabla 11) en comparacién con el grupo control.
Cuando se analizé la administracion de acetato de leuprolida en cada dia del
tratamiento, el analisis estadistico mostro que en el dia dos, la dosis de 1.25 ng/Kg
aumenté la duracion de la fase de balanceo de las extremidades posteriores (ANOVA
MR, F=1.53, gl=80, P= 0.006, seguido de la prueba de Dunnet, q=2.93, *P<0.05); en
el dia tres aumentd con la dosis de 30 ug/Kg (g=2.45, *P<0.05); en el dia ocho

aumentd con la dosis de 1.25 ug/Kg (q=2.67, *P<0.05); en el dia nueve también
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aumento pero con la dosis mas alta (30 ug/Kg; q=2.79, *P<0.05), al igual que en el
dia 12 (g=2.44, *P<0.05) y en el dia 12 la duracién de este parametro dinamico del
patron de la marcha también se incremento, pero con la dosis mas baja (1.25 ng/Kg;
g=2.53, *P<0.05), con las demas dosis probadas no se obtuvieron resultados
significativos durante los 21 dias de tratamiento con respecto a las ratas del grupo
control (véase Figura 56).
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Figura 56. El acetato de leuprolida aumenta la duracién de la fase de balanceo

en las extremidades posteriores de la rata taiep. A) Se muestra el efecto total del
tratamiento, la administracién de acetato de leuprolida aumenta significativamente la duracién de la
fase de balanceo con la dosis de 1.25 ug/Kg en comparacion con el grupo control (ANOVA, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunnet, *P<0.05). B) Se muestra el efecto del tratamiento de acetato de
leuprolida en cada dia de tratamiento, la dosis de 1.25 ug/Kg aumenta la duracién de la fase de
balanceo los dias 3 (q=2.7, *P<0.05), 8 (q=2.67, *P<0.05) y 12 (q=2.44, *P<0.05) con respecto al grupo

control.

Tabla 11. Andlisis estadistico de la duraciéon de la fase de balanceo de las

extremidades posteriores con la administracion cronica de acetato de

leuprolida en la rata taiep.

1.2 24
Prueba estadistica Control mg/Kg mg/Kg 10 mg/Kg 30 mg/Kg
Estadistica | Media 0.154 0.185 0.178 0.159 0.136
descriptiva | EEM 0.00536 0.00536 0.00415 0.00464 0.00424
ANOVA | Tratamiento F=16.774; P<0.001
MR Dia F=0.89; P=0.601
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Tratamiento F=1.538; P=0.006
por dia
Dif. Vs
poil hoc control 0.0313 0.024 0.00483 0.0177
€ q' 4.1 3.539 0.682 2.498
Dunnett
Valorde P 0.004 0.011 0.076 0.885

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la duracion de la fase de
balanceo de las extremidades posteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de
leuprolida por 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas

repetidas.

La longitud de la zancada de las extremidades anteriores no se modificé con ninguna
de las dosis empleadas de acetato de leuprolida (véase Figura 57). Sin embargo, la
longitud de la zancada de las extremidades posteriores aumentoé con la administracion
sistémica de acetato de leuprolida con todas las dosis empleadas (ANOVA, F=11.58,
gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet, q1.25=3.37, (25=4.99, Q10=4.63,
(30=6.6, * P<0.05 &P<0.001, respectivamente; véase Tabla 12). Cuando se
analizaron las dosis de acetato de leuprolida en cada dia del tratamiento, el estudio
estadistico mostré un incremento significativo en la longitud de la zancada de las patas
traseras, desde el primer dia con la dosis de 2.5 ug/Kg (ANOVA MR, F=1.48, gl=80,
P= 0.024, seguido de la prueba de Dunnet, g=2.55, *P<0.05); en el segundo dia
decrement6 la duracién de la fase de balanceo con la dosis de 1.25 pug/Kg (g=3.16,
*P<0.05); en el tercer dia también aumento, pero con las dosis de 10 ug/Kg (q=2.7,
*P<0.05) y 30 pug/Kg (q=2.98, *P<0.05); en el décimo dia se obtuvo un aumento con
la dosis de 30 pg/Kg (q=3.02, *P<0.05); en el dia 14 aumenté también con la dosis de
30 ng/Kg (g=3.67, &P<0.001), asi como en el dia 16 de tratamiento con el agonista
de larga duracion para los receptores para la gonadotropina (q=2.65, *P<0.05) asi
como en el dia 21 se mostré6 un aumento con la dosis de 2.5 pg/Kg (g=5.07,
&P<0.001); El resto de dias de la prueba en el patrén de la marcha, no se modifico
significativamente con la administracion sistémica del acetato de leuprolida (véase
Figura 58).
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Figura 57. El acetato de leuprolida no modifica la distancia del paso de las patas

delanteras en la rata taiep. La longitud de la zancada en las extremidades anteriores no se

modifica con la administracién de leuprolida con ninguna de las dosis.

Tabla 12. Andlisis estadistico de la longitud de la zancada de las extremidades

anteriores con la administracién crénica de acetato de leuprolida en la rata

taiep.

Prueba estadistica Control 1.2ug/Kg | 2.4 ug/Kg 10 ug/Kg 30 pug/Kg
Estadistica | M€dia 1.433 1.675 1.58 1.69 1.637
descriptiva | EEM 0.0721 0.0721 0.0558 0.0668 0.0624

Tratamiento F=2.238; P=0.117
ANOVA | Dia F=1.384; P=0.129
MR i
Tratamiento F=1.569; P=0.004
por dia
pos hoc E:r"t\::l - 0.242 0.147 0.257 0.204
de q' - 2.365 1.609 2.697 2.135
Dunnett
Valor de P - 0.096 0.329 0.053 0.143

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la longitud de la zancada de

las extremidades anteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de leuprolida por

21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas repetidas.
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Figura 58. El acetato de leuprolida aumenta la distancia de cada paso en las
patas traseras de la rata taiep. A) La longitud de la zancada de las extremidades posteriores
aumenta con la todas las dosis de acetato de leuprolida durante el tratamiento de 21 dias en
comparacion al grupo control (ANOVA, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet, *P<0.05, **P<0.001,

respectivamente). B) Evolucion de la longitud de la zancada a lo largo de 21 dias de tratamiento. La
gréfica de lineas evidencia una tendencia dosis-dependiente a lo largo del tiempo, siendo notable el
efecto a partir del dia 7. La interaccion entre dosis y tiempo no fue estadisticamente significativa
(F=1.48, P=0.086).

Tabla 13. Andlisis estadistico de la longitud de la zancada de las extremidades

posteriores con la administracidén cronica de acetato de leuprolida en la rata

taiep.

Prueba estadistica Control 1.2 ug/Kg | 2.4 ug/Kg 10ug/Kg 30 pug/Kg
Estadistica | M€dia 1.332 1.56 1.632 1.623 1.747
descriptiva | EEM 0.0474 0.0474 0.0367 0.0411 0.0411

Tratamiento F=11.587; P<0.001
ANOVA | Dia F=1.485; P=0.086
MR i
Tratamiento F=1.405; P=0.024
por dia
pos hoc E:)fnt\: :l - 0.227 0.3 0.29 0.414
de q - 3.375 4.99 4.631 6.604
Dunnett
Valorde P - 0.015 <0.001 0.001 <0.001

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la longitud de la zancada de
las extremidades posteriores de la rata taiep tratada con diferentes dosis de acetato de leuprolida
durante 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: andlisis de varianza de medidas

repetidas.
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Figura 59. El acetato de leuprolida no modifica la coordinacion de la marcha en
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la rata taiep. El indice de regularidad no se modifica con la administracion de todas las dosis de

acetato de leuprolida, un agonista de larga duracion de los receptores de la hormona liberadora de

gonadotropinas.

Tabla 14. Analisis estadistico de la coordinacién en el patron de la marcha con

la administracion cronica de acetato de leuprolida en la rata taiep.

Prueba estadistica Control 1.2pg/Kg | 2.4 ng/Kg 10 pug/Kg 30 pug/Kg
Estadistica | M€dia 39.106 47.39 34.776 40.558 37.344
descriptiva | EEM 2.233 2.233 1.729 1.934 1.934

Tratamiento F=5.354; P=0.008
ANOVA | Dia F=2.091; P=0.005
MR i
Tratamiento F=1.0.61; P=0.358
por dia
pos hoc S:nt\: o . 8.284 4.33 1.452 1.762
de q - 2.613 1.531 0.492 0.597
Dunnett
Valorde P - 0.061 0.368 0.923 0.959

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la coordinacion del patréon

de la marcha en la rata taiep macho adulta, tratada con diferentes dosis de acetato de leuprolida

durante 21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: analisis de varianza de medidas

repetidas.
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Velocidad (cm/s)

La coordinacion del patron de la marcha no se modifico con la administracién de
acetado de leuprolida con ninguna de las dosis probadas a lo largo del tratamiento de
21 dias (véase Figura 59). Sin embargo, la administracién de acetato de leuprolida
con las dosis de 1.25 y de 10 ug/Kg fueron capaces de aumentar la velocidad del
patron de la marcha (ANOVA, F=25.2, gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet,
01.25=4.97, Q10=3.15, *P<0.05, &P<0.001, respectivamente; Véase Tabla 13) con
respecto al grupo control. Cuando se analizaron las dosis de acetato de leuprolida en
cada dia del tratamiento, se obtuvo un aumento en la velocidad del patrén de la
marcha con la dosis de 1.5 ng/Kg en el dia 12 de tratamiento (ANOVA, F=1.3, gI=80,
P=0.04, seguido de la prueba de Dunnet, g=2.83, *P<0.05); en el dia 17 también
incremento, pero con la dosis de 10 ug/Kg (g=3.14, *P<0.05), de igual manera en dia
18 de tratamiento (g=2.41, * P<0.05); en el dia 19 se obtuvo un incremento con las
dosis de 1.25 pug/Kg (g=2.62, *P<0.05) y 10 ug/Kg (g=2.71, *P<0.05) y en el dia
veinte se reporté un aumento con la dosis de 10 ug/Kg (g=2.6, *P<0.05). Los demas
dias del tratamiento no se obtuvieron cambios con la administracion de acetato de

leuprolida (véase Figura 60).
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Figura 60. El acetato de leuprolida aumenta la velocidad del patron de la marcha
en la rata taiep. A) La velocidad del patrén de la marcha aumenta con la administracion de acetato
de leuprolida con las dosis de 1.25 ng/Kgy 10 ug/Kg (ANOVA, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet,
&P<0.001) y 10 pg/Kg (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet, *P<0.05) en
comparacion del grupo control. B) Grafico de lineas que muestra la evolucion temporal de la velocidad
(cm/s) durante 21 dias de tratamiento en los mismos grupos de dosis (Control, 1.25, 2.5, 10y 30 ug/Kg).
Se evidencia una tendencia dosis-dependiente a lo largo del tiempo; en particular, el grupo tratado con

1.25 ug/Kg presenta los valores mas altos en los primeros dias (F=1.29, P=0.064).

Tabla 15. Analisis estadistico de la velocidad en el patrén de la marcha con la

administracion cronica de acetato de leuprolida en la rata taiep.

Prueba estadistica Control 1.2ug/Kg 2.4pug/Kg 10ug/Kg 30 ug/Kg

Ectadistica | Media 20.06 24.23 18.68 22.33 17.6
descriptiva | EEM 0.59 0.059 0.457 0.535 0.511
Tratamiento F=25.202; P<0.001
ANOVA | Dia F=3.872; P<0.001
MR :
Tratamiento F=1.299; P=0.064
por dia
pos hoc E:nt\: zl - 0.417 0.139 0.227 0.246
de q - 4.973 1.857 2.905 3.152
Dunnett
Valor de P - <0.001 0.226 0.036 0.022

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la velocidad del patron de
la marcha en la rata taiep macho adulta, tratada con diferentes dosis de acetato de leuprolida durante

21 dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: andlisis de varianza de medidas repetidas.

El nimero de pasos por minuto del patron de la marcha de la rata taiep macho adulta,
incremento significativamente al cuando se administro acetato de leuprolida a la dosis
mas baja (1.5 ug/Kg) y con la mas alta (30 ug/Kg) en comparacion con el grupo control
(ANOVA, F=9.24, gl=4, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet, (1.25=4.9, (30=4.37,
*P<0.05, &P<0.001, respectivamente; véase Tabla 14). La administracién de acetato
de leuprolida a la dosis de 1.25 ug/Kg incrementd la cadencia del patron de la marcha

en el dia diez (ANOVA, F=1.79, gl=80, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet, q=2.53,
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*P<0.05; véase Tabla 15); en el dia 11 se increment6 con las dosis de 1.25 ug/Kg
(9=3.9, *P<0.05) y 30 pg/Kg (q=3.6, *P<0.05); en el dia 14 también incrementé con
la dosis de 1.25 ug/Kg (q=2.87, *P<0.05), asi como en el dia 17 del tratamiento
(q=3.44, *P<0.05); en el dia 19 incrementé con las dosis de 1.25 (q=3.01, *P<0.05) y

30 ng/Kg (q=2.47, *P<0.05), asi como en el dltimo dia de tratamiento se obtuvo un
aumento del nimero de pasos por minuto con la dosis de 1.25 ug/Kg (q=2.503,

*P<0.05) en comparacioén con el grupo control (véase Figura 61).
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Figura 61. El acetato de leuprolida aumenta la cadencia del patron de la marcha
en la rata taiep. A) El nimero de pasos por minuto aumenta con la administracion de acetato de
leuprolida con las dosis de 1.25 nug/Kg (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet,
&P<0.001) y 30 pg/Kg (ANOVA MR, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet, *P<0.05) en
comparacion del grupo control. B) Grafico de lineas que ilustra la evoluciéon temporal del nimero de
pasos por minuto a lo largo de 21 dias de tratamiento, en el grupo control y en aquellos tratados con
1.25, 2.5, 10 y 30 ug/Kg de acetato de leuprolida. El andlisis de medidas repetidas demostré una
interaccién dosis-tiempo significativa (F(80, 440) = 2.12, p = 0.002). En particular, el grupo tratado con
1.25 ug/Kg mostré valores significativamente mayores en dias especificos (por ejemplo, dias 7, 14 y

21) en comparacion con el control (*p < 0.05, **p < 0.01).

Tabla 16. Analisis estadistico de la cadencia en el patron de la marcha con la

administracion cronica de acetato de leuprolida en la rata taiep.

Prueba estadistica Control 1.2 ug/Kg ‘ 24 ug/Kg 10pug/Kg 30 ug/Kg
Media 39.106 47.39 34.776 40.558 37.344
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Estadistica

descriptiva | EEM 2.233 ’ 2.233 ‘ 1.729 ‘ 1.934 ‘ 1.934
Tratamiento F=5.354; P=0.008

ANOVA | Dia F=2.091; P=0.005

MR i
Tratamiento F=1.0.61; P=0.358
por dia

Se muestra la estadistica descriptiva seguida del pos hoc de Dunnett para la cadencia del patrén de la
marcha en la rata taiep macho adulta, tratada con diferentes dosis de acetato de leuprolida durante 21

dias. EEM: error estandar de la media; ANOVA MR: andlisis de varianza de medidas repetidas
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Discusion.

Los hallazgos en los ultimos afios empleando estudios por imagenes cerebrales
empleando resonancia magnética, han mostrado que la tubulinopatia denominada
TUBBA4A presenta un espectro fenotipico que va desde la hipomielinizacion aislada,
hasta una hipomielinizacidn con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC,
de sus siglas en inglés; van der Knaap y cols., 2017). Con las nuevas técnicas de
secuenciacion del exomay del genoma, se ha reportado que la variante p.Asp249Asn
es la responsable del mayor nimero de casos de la leucodistrofia H-ABC (Simons y
cols., 2016). Un estudio de cohorte retrospectivo caracterizd a 54 individuos con
confirmacion clinica y molecular relacionada con una mutacion en el gen TUBB4A,
trece de ellos con la variante p.Asp249Asn, la cual se caracteriza por un inicio tardio
en la infancia, con adquisicion de hitos tempranos seguidos de una regresion
neuroldgica progresiva (Gavazziy cols., 2021). Dentro de los hallazgos neurol6gicos
progresivos mas comunes se encuentran: la disfonia, la espasticidad, la distonia, la
presencia de crisis oculogiras, la discinesia, la ataxia, el temblor, la dismetria (Norah
y cols., 2016). Sin embargo, todos los pacientes expresan al menos un trastorno del
movimiento que, al ser progresivo, afecta de manera directa sus conductas motoras,
gue son fundamentales para la realizacion de las actividades de la vida diaria, entre
las que destacan se encuentra la disfuncion en la marcha (Norah y cols., 2016; van

der Knaap y cols., 2019).

Recientemente, con experimentos in vitro que involucran a la variante ligada a la
leucodistrofia H-ABC (p.Asp249Asn) mostraron las modificaciones en la morfologia
tanto de las células neuronales, como de los oligodendrocitos destacando las
alteraciones en la estructura de las células de Purkinje, la disminucién del nimero de
neuronas dentro del cuerpo estriado, una reduccion en la poblacion de
oligodendrocitos, y la astrocitosis reactiva en estudios de neuropatologia en sujetos
con H-ABC (Curiel y cols., 2017). Por otro lado, se ha reportado que todas las
mutaciones que exhiben un fenotipo hipomielinizante (que abarca la leucodistrofia H-

ABC), hasta una hipomielinizacion simple, presentan una alteracion en la dinamica
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de los microtubulos (Simons y cols., 2016). En cuanto a las variantes mas recientes
p.Asp249Asn y p.Asn4l4Lys, se ha reportado una elevacion en la tasa de
polimerizacién, que puede llevar a una acumulaciéon de microtibulos dentro de
oligodendrocitos (Curiel y cols., 2017). Adicionalmente, hallazgos concurrentes de
autopsias de cerebros humanos que tienen la variante p.Asn414Lys, aumentan la
presencia de una acumulaciéon de microtubulos en los oligodendrogliomas (Duncan
y cols., 2017). Si bien la funcién especifica de la tubulina B 4a en el proceso de
mielinizacién aun est4 por dilucidarse, en este manuscrito de tesis se expuso que los
microtibulos son de importancia critica para el transporte efectivo de las proteinas
de la mielina como lo es la proteina proteolipidica (PLP) y la proteina basica de la
mielina (PBM), las cuales son vitales para el desarrollo y el mantenimiento de la

mielina (Smith y cols., 2013).

Recientemente, nuestro equipo de investigacion reporté que la rata taiep tiene una
mutacion en el exdn 4B del gen tubb4a puntual de guanina (G) que cambia adenina
(A), lo que codifica para la proteina beta-tubulina 4a clase IVa. A nivel de
aminoécidos, existe una sustitucion de una alanina por una treonina en la posicion
302 (Ala302Thr; Garduno-Robles y cols., 2020). Adicionalmente, mediante estudios
empleando imagen por resonancia magnética mostraron que la rata taiep tiene las
mismas caracteristicas a las observadas en la enfermedad H-ABC humana, esto
incluye la hipomielinizacion en diversos tractos como el cuerpo calloso y la comisura
anterior, ventriculomegalia, y atrofia tanto del cerebelo como del putamen (Garduno-

Robles y cols., 2020; Lopez-Juarez y cols., 2021).

Adicionalmente a estos hallazgos, los estudios neuropatolégicos a nivel
ultraestructural muestran una acumulacién significativa de microtibulos en el soma
y los procesos de los oligodendrocitos, modificando con ello el transporte de las
proteinas esenciales para la sintesis y el mantenimiento de la mielina, como son la
proteina proteolipidica (PLP) y la proteina basica de la mielina (PBM) las cuales
pueden explicar la hipomielinizacién inicial y el proceso de desmielinizacion
progresiva (Song y cols., 1999; Eguibar y cols., 2010). Adicionalmente, la 2',3'-

nucleotido ciclica 3'-fosfodiesterasa (CNP), una enzima asociada a la mielina que se
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expresa en los oligodendrocitos desciende con la edad en la rata taiep (Mdller y cols.,

1997) asi como los lipidos de la mielina (Eguibar y cols., 2012).

En cultivos de oligodendrocitos de ratas taiep se ha mostrado que la PLP marcada
no sigue una proporcion hacia adelante, sino que puede tener regresiones y
progresiones al igual que los granulos de ADN de las proteinas trasportadoras como

las dineinas y las quinesinas (véase Figura 62; Song y cols., 2003).

A

' ' e % @ \ Granulos de RNA

Oligodendrocito

Quinesina

Proceso

Figura 62. Diagrama de la direccion en el transporte de proteinas en los
microtubulos de los oligodendrocitos de la rata Sprague-Dawley y la rata taiep.

A) En los oligodendrocitos de las ratas Sprague-Dawley las dineinas transportan los granulos de ARN
hacia el extremo + terminal, en direccién a la membrana. B) En las rata taiep el incremento en la
densidad de microtibulos cambia la polaridad y aumenta la actividad de las quinesinas favoreciendo

el transporte hacia adelante, peor también hacia atras. Este efecto produce que las proteinas y los

127



organelos transportados por las quinesinas regresen al cuerpo celular. Modificado de Song y cols.,
(2003).

En conjunto con las investigaciones de imagenologia, genética y molecular, las ratas
taiep exhiben manifestaciones motoras como son la ataxia y el temblor de intencion,
las cuales tienen un impacto directo en su patrén de la marcha. Nuestro equipo de
investigacion ha realizado un analisis exhaustivo de las caracteristicas de marcha de
la rata taiep, revelando que la velocidad del patréon de marcha se reduce
significativamente en comparacion con las ratas Sprague-Dawley, con una duracion
extendida tanto de las fases de soporte como de balanceo, particularmente evidente
en las extremidades posteriores, junto a una pronunciada alteracion en la
coordinacion entre las extremidades durante la ambulacion (Alata y cols., 2021,
Equibar y cols., 2021).

Notablemente, la velocidad se ve reducida desde los primeros dias de vida; pero la
coordinacion y la duracién de ambas fases del patron de la marcha son normales en
los registros locomotores. Sin embargo, las alteraciones en el patron de la marcha
de manera que, son equivalentes a las caracteristicas clinicas reportadas en
pacientes con H-ABC (Gavazzi y cols., 2021). Adicionalmente, la rata taiep disminuye
la velocidad y la coordinacién del patrén de la marcha con la edad, estos datos se
complementan al analizar la duracion total de los registros y el nimero de ciclos del

patron de la marcha completos (véase Figuras 32 y 33).

Recientemente se evaluaron mediante electrofisiologia los potenciales provocados
somatosensoriales y motores en la rata taiep macho, y se mostré que la velocidad de
conduccion neuronal es menor en nuestro modelo, por lo cual se puede emplear
como una herramienta para determinar el grado de progresion de la leucodistrofia
como la H-ABC (Eguibar y cols., 2024). Esto posiciona a la rata taiep como el modelo
animal mas confiable para la investigacion de esta patologia debido a que su
sobrevida es normal entre 18 y 24 meses, asi como para la evaluacion de
intervenciones farmacoldgicas dirigidas a mejorar los signos motores que se

presentan en esta leucodistrofia, como se mostré con los potenciales provocados
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somatosensoriales tras la administracion de 4-aminopiridina (Eguibar y cols., 2024).
Nuestro grupo de trabajo ha reportado el primer caso de un paciente mexicano de la
leucodistrofia H-ABC, con todos los datos de imagenologia y mutacion en la tubulina
B 4a mas reciente (Garduno-Robles y cols., 2020). En este paciente se han evaluado
distintas modalidades de potenciales provocados sensoriales como son los auditivos
y los somatosensoriales (Lopez-Juarez y cols., 2021; Eguibar y cols., 2024). De
manera relevante la paciente carece de los componentes centrales en ambos
potenciales provocados, que son similares a los mostrados con la rata taiep macho
adulta somatosensoriales (Lopez-Juarez y cols., 2021; Eguibar y cols., 2024).
Recientemente, se ha producido un modelo de la leucodistrofia H-ABC mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 insertando la mutacion ¢.745G > A (p.Asp249Asn) en el
exon 4 del gen Tubb4a del ratén. El raton knock-in denominado Tubb4ab249N/D249N,
muestra signos como el temblor, la distonia y la ataxia, asi como una degeneracién
en las neuronas granulares del cerebelo y una ligera degeneracion en las neuronas
del cuerpo estriado. Si bien, presenta algunos signos semejantes a la enfermedad H-
ABC humana, no tiene una marcada alteracion en la dinAmica de los microtubulos,
su longevidad de 40 dias es muy limitada, las evaluaciones en la conducta motora
carecen de especificidad para describir su patrén de la marcha y no hay estudios de
imagenologia como la resonancia magnética, para demostrar ser un modelo
confiable para el estudio de la leucodistrofia H-ABC (Sase y cols., 2020). Por lo tanto,
la rata taiep es el Unico modelo de rata de la leucodistrofia H-ABC, ya que tiene mas
similitud en los sistemas biolégicos (Hahn y cols., 2021). Adicionalmente, la similitud
en la dindmica de los microtibulos en los oligodendrocitos, la hipomielinizacion y la
atrofia de los ganglios basales y el cerebelo confirmada mediante IRM, la similitud de
los signos motores con la enfermedad H-ABC humana y la alta tasa de longevidad
previamente descritas en esta tesis, demuestran que la rata taiep es el Unico modelo

confiable para el estudio de esta leucodistrofia.

Las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo las leucodistrofias, pueden
producir muerte progresiva en las neuronas, que dependiendo el area donde se
produzca tendra un efecto neurodegenerativo, que puede reflejarse en una alteraciéon

del control del movimiento (Peralta y cols., 2017). Por ejemplo, las ataxias
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cerebelosas son un grupo de trastornos de la marcha que se caracterizan porque los
pacientes muestran alteraciones en su patron de la marcha debido a una disfuncién
en el cerebelo, por lo que la marcha es uno de los signos motores mas comunes de
las enfermedades neurodegenerativas, teniendo una prevalencia de diez casos por
cada 100,000 individuos a nivel mundial (Salman y cols., 2018). En los humanos la
ataxia cerebelosa se caracteriza por una alteracion en los parametros estéaticos y
dindmicos del patron de la marcha; principalmente por una disminucion en la
velocidad, una disminucion en la longitud del paso, un aumento en la base de
soporte, una marcada alteracion en la coordinacion y un aumento en las fases de

apoyo y de balanceo (Buckley y cols., 2018; Palliyath y cols., 1998).

El patron de la marcha es una modalidad conductual visible y puede ser bien
caracterizada y cuantificada, por lo que es factible emplearse como una herramienta
de evaluacion en diferentes patologias neurodegenerativas (Hermez y cols., 2023).
Cabe mencionar que, en el humano, el movimiento coordinado entre las
extremidades con flexion y extension se denomina caminar, mientras que el patron
de la marcha se puede definir como un patron locomotor que puede ser gatear,
caminar o correr en combinacion con un cambio de la postura (Sethi et al., 2022).
Histéricamente, la marcha ha sido objeto de estudio desde Aristoteles con las
primeras teorias del movimiento, seguido del primer estudio biomecanico por Giovani
Borreli en 1680 (citado en Baker y cols., 2007; Clarac y cols., 2008). No obstante, el
inicio del analisis cualitativo y cuantitativo en el patron de la marcha fue mediante la
implementacion de un método de fotografia automatizada por Eadweard Muybridge
en 1872, este sistema permiti6 un andlisis mas detallado de cada parametro del
patron de la marcha (Muybridge, 1898).

En la actualidad, se han empleado diferentes estrategias para el analisis del patrén
de la marcha en modelos animales con el fin caracterizar y comparar los cambios
derivados de diferentes patologias neurodegenerativas como la marcha ataxica, la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis mdltiple, la lesion de la médula espinal y las

leucodistrofias (Vinueza Veloz y cols., 2015; Machado y cols., 2015; Hamers y cols.,
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2001; Hamers y cols., 2003). El primer algoritmo para el analisis detallado del patron
de la marcha en roedores fue propuesto por De Medinaceli en 1982, para cuantificar
el grado de recuperacion funcional después de la lesion del nervio ciatico, por tal
motivo fue denominado indice funcional ciatico (SFI, de sus siglas en inglés; citado
por Basso y cols., 1995). No obstante, fue hasta 1996 que Hamers desarroll6 un
sistema automatizado para el andlisis del patron de la marcha denominado
CatWalk™; el cual fue validado para estudiar la recuperacion funcional en modelos
de roedores con lesion de la médula espinal, poniendo énfasis en la coordinacién
entre las extremidades, como el principal marcador en la recuperacion funcional
(Hamers y cols., 2001; Hamers y cols., 2003). Adicionalmente, un estudio realizado
por Kappos (2017), comparo todos los estudios realizados hasta 2017 mediante el
sistema de registro CatWalk™ (Noldus Technologies, Paises Bajos); siendo la
duracion de la fase de balanceo, y el indice de regularidad los parametros mas
confiables para determinar los cambios en el patrén de la marcha en diferentes
modelos en patologias que afectan tanto el sistema nervioso central, como el
periférico (Kappos y cols., 2017). Recientemente, Heizel y cols., (2020), reportaron
gue el sistema de registro CatWalk™ es el méas utilizado en la comunidad cientifica
en comparacion de otros sistemas automatizados como el DigiGait™, el
TreadScan™ y el GaitScan™; por lo que se ha considerado como una herramienta

confiable para las pruebas conductuales motoras en roedores (Heinzel y cols., 2020).

Efecto de los agonistas D2 en el patron de la marcha en larata taiep.
Desde la década inicial del siglo pasado, la regulacion neuronal de las funciones
locomotoras ha sido un importante foco de investigacion, para soportar la teoria
refleja propuesta por Sir. Charles Scott Sherrington. Sin embargo, fue Graham Brown
el pionero en sugerir un conjunto de redes neuronales espinales responsables de los
movimientos ritmicos y alternantes inherentes a la actividad locomotora, referidos
como generadores centrales de patrones (GCPs; citado en Stuart y cols., 2008).
Durante la década de los 60’s del siglo pasado y sobre la base del trabajo de Graham

Brown, se realizaron experimentos para determinar el papel catecolaminérgico en las
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redes espinales, demostrando que la administracion sistémica de L- 3,4
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) era capaz de promover la actividad locomotora en el
gato espinalizado (Jankowska y cols., 1967); posteriormente se demostro el efecto
de la L-DOPA en la médula espinal aislada del raton neonato (McCrea y cols., 1997)
y en la lamprea (Pierre y cols., 1997).

La dopamina actua a través de dos familias de receptores, la familia D1 a través de

los receptores D1 y D5, y los de la familia D2 a través de los receptores D2, D3y D4,
gue se distribuyen ampliamente en médula espinal lumbar del raton (Zhu y cols.,
2007). Generalmente, la activacion de la familia de receptores D1 produce efectos
excitatorios a través de una proteina Gs al aumentar los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMC; Missale y cols., 1998). De forma inversa, la activacion de
los receptores de la familia D2 producen una hiperpolarizacion de la membrana a
través de una proteina Gi (Missae y cols., 1998). Por otro lado, los receptores
dopaminérgicos en primates no humanos tienen una distribucion diferente, ya que
los receptores D1 no se expresan en la médula espinal lumbar, pero si lo receptores
D2, D3 y D5 (Barraud y cols., 2010). Por lo que se ha propuesto que la actividad
moduladora de los receptores D2 se encuentra mas conservada en los mamiferos
(Barraud y cols., 2010)

Por otro lado, Shik y Orvovsky (1969) mostraron que en el mesencéfalo existe un
area que puede iniciar la conducta locomotora y que dependiente del estimulo
eléctrico o quimico, puede acelerarla o detenerla, esa area se denominé como la
region locomotora mesencefalica (RLM; Shik y cols., 1969). Anatomicamente la RLM
estd compuesta por el nucleo pedanculo pontino (PPN, de sus siglas en inglés) que
expresa neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas; asi como por el
ndcleo cuneiforme (CnF) compuesto principalmente por neuronas GABAérgicas y
glutamatérgicas (Caggiano y cols., 2018). Sin embargo, se ha reportado que existen
proyecciones desde la sustancia negra parte compacta (SNc) a la RLM, ya que, al
estimular quimica o eléctricamente a la SNc, se produce un aumento de las
concentraciones extracelulares de dopamina en la RLM (Martinez-Gonzalez y cols.,
2011). Estos datos sugieren que la modulacion dopaminérgica de la marcha se debe
tanto en nucleos superiores como a nivel espinal (Noga y cols., 2022).
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En trabajos previos en nuestro laboratorio se ha descrito que las ratas taiep en
comparacion con las ratas Sprague-Dawley, presentan una alteracion en la que se
aumenta las fases de soporte y de balanceo en el patrén de la marcha, una
disminucion en la longitud de la zancada de las extremidades anteriores y de las
posteriores, una disminucion en la coordinacién entre las extremidades, una
disminucién de la velocidad del patron de la marcha y también en la cadencia (Alata
y cols., 2022). Los parametros estaticos y dinamicos del patron de marcha en la rata
taiep, probablemente estan influenciados por la hipomielinizacién que presenta y por
la atrofia del cerebelo, seguida por un proceso de desmielinizacion progresiva que
puede impactar en los tractos neurales implicados en el patron de marcha, incluyendo

el corticoespinal y el reticulo-espinal (Couve y cols., 1997; Duncan y cols., 1992).

La modulacion de la actividad locomotora mediante la administracion de estos
agonistas dopaminérgicos también puede explicarse a partir de la integracion
concurrente de la via directa y la via indirecta de los ganglios basales. Estudios
recientes evidencian que, en lugar de funcionar de forma estrictamente opuesta,
ambas vias se activan concomitantemente para afinar el control motor (Carrillo-Reid
y cols., 2011). Por otro lado, la via indirecta, activada principalmente por la
estimulacién de receptores D2 acoplados a proteinas Gi, disminuye los niveles de
AMPcy, a su vez, regula cascadas como la de PIBK/AKT y MAPK, ajustando la fuerza
y la sincronizacion de la respuesta motora mediante efectos inhibitorios refinados.
Sin embargo, también se ha reportado un efecto inhibitorio independiente del AMPc,
principalmente mediado por la corriente de Ca*™* tipo L y asociado a la actividad de
las encefalinas, esta interaccion es vital para adaptar adecuadamente los
movimientos en situaciones en las que se requieren ajustes finos o la supresion de
respuestas motoras indebidas como el temblor (Hernandez-L6pez y cols., 2000).
Estos hallazgos ofrecen un sustrato neurofisiolégico que puede explicar el efecto
bifasico observado tras la aplicacion de agonistas dopaminérgicos, por ejemplo,
dosis bajas que podrian favorecer la modulacion de la via indirecta posiblemente
mediante la activacion preferencial de receptores D3 en algunos contextos (Gunzler
y cols., 2007). .
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En el contexto del temblor con la conducta locomotora, donde la coordinacion y la
estabilidad de la marcha se ven comprometidas, la modulacion simultanea de estas
dos vias representa un mecanismo crucial para restaurar la funcion motora.
Agonistas como la apomorfina, el pramipexol y el quinpirol actdan, en funcion de la
dosis, sobre estos receptores dopaminérgicos para reequilibrar la salida de ambas
rutas: dosis intermedias favorecerian la activacion coordinada de las cascadas de
sefalizacion, probablemente al mejorar la fase de balanceo y la precision del
movimiento, mientras que dosis bajas, al incidir preferentemente en receptores D3 0
modulando de forma menos selectiva la via indirecta, pueden prolongar la fase de
soporte y ralentizar la marcha (De Almeida y cols., 2014). Recientes analisis
transcriptomicos y estudios de biologia molecular han revelado que la convergencia
de estas cascadas, incluyendo la fosforilacion de DARPP-32 y la activacion de
factores de transcripcion como CREB, que resulta esencial para la plasticidad
sinaptica y la correcta integracion de las sefiales motoras en el cuerpo estriado
(Bateup y cols., 2011).

Por otro lado, se ha reportado que los ganglios basales tienen un efecto directo en
la actividad locomotora gracias a sus proyecciones dopaminérgicas a la RLM (Noga
y cols., 2022); la atrofia del nucleo caudado reportada en la rata taiep puede tener un
impacto en los circuitos locomotores descendentes y afectar los parametros estéaticos
y dinamicos del patron de la marcha (Garduno-Robles y cols., 2020; Alata y cols.,
2022). Esta hipotesis puede ser respaldada por lo reportado en estudios realizados
en pacientes con enfermedad de Huntington los cuales presentan una atrofia
predominante en el nicleo caudado (Rao y cols., 2008), asi como en sujetos de edad
avanzada con atrofia en el ndcleo caudado confirmado mediante imagen por

resonancia magnética (Dumurgier y cols., 2012).

La administracion sistémica de apomorfina produce una disminucion de la fase de
soporte de las extremidades anteriores y un efecto bifasico, aumentando con la dosis
baja (0.25 mg/Kg) y disminuyendo con la dosis media (0.5 mg/Kg) en la fase de
soporte en las extremidades posteriores de la rata taiep (véase Figura 34). Ademas,
este agente dopaminérgico disminuyd la duracion de la fase de balanceo tanto en las

extremidades anteriores, como en las posteriores en la rata taiep (véase Figura 35).
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Se ha reportado que las dosis bajas de apomorfina pueden disminuir la actividad
locomotora en roedores (Gunzler y cols., 2007), este efecto puede deberse a que a
las dosis baja de este agonista dopaminérgico puede estar activando
preferencialmente los receptores D3, disminuyendo la actividad locomotora vy
aumentado la fase de soporte. Sin embargo, con la dosis intermedia podria estar
activando mas receptores dopaminérgicos D2 y mejorando la fase de balanceo del
patron de la marcha en la rata taiep. Este efecto bifasico de la apomorfina también

se ha reportado en otros modelos como es pez cebra (Irons y cols., 2012).

Por otro lado, al administrar el pramipexol un agonista mas especifico de los
receptores de la familia D2, alrededor de 200000 veces mas que a los receptores D1,
aumento la duracion de la fase de soporte en las extremidades posteriores de la rata
taiep (véase Figura 40), disminuyo la duracién de la fase de balanceo tanto en las
extremidades anteriores, como en las extremidades posteriores (véase Figura 41).
De forma semejante, el quinpirol otro agonista mas especifico de la familia D2, 7000
veces mayor en comparacion con los receptores D1, disminuye la fase de soporte de
las extremidades anteriores, pero la aumenta en las extremidades posteriores de la
rata taiep (véase Figura 46). La duracion de la fase de balanceo disminuye tanto en
las extremidades anteriores como en las posteriores de la rata taiep, datos
consistentes con lo obtenido con pramipexol en esta tesis (véase Figura 48). En
estudios previos, se hareportado que el pramipexol aumenta el tiempo de inmovilidad
en la prueba de campo abierto (De Almeida y cols., 2014) y que la hiperexcitabilidad
del sistema dopaminérgico producida por agonistas como la L-DOPA y el pramipexol,
puede desencadenar una reduccion de los reflejos flexores, pero no de los
extensores (Paulus y cols., 2006). Es probable que el quinpirol al ser un agonista
selectivo de la familia D2, como lo es también el pramipexol, producen un efecto
similar en la duracién la fase de soporte y la fase de balanceo del patrén de la marcha

en la rata taiep.

Por otro lado, se ha reportado que el uso de la apomorfina en sujetos con
enfermedad de Parkinson también tiene la capacidad de mejorar su coordinacién del
patron de la marcha (Grasso y cols., 1998) y con dosis mas altas puede aumentar la
velocidad de la marcha (Ondo y cols., 1999). Este efecto es semejante a lo obtenido
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con nuestros resultados ya que con la dosis mas alta (1 mg/Kg) de apomorfina
administrada en la rata taiep aumenta la velocidad del patron de la marcha (véase
Figuras 37 y 39). Por otro lado, el pramipexol a las dosis de entre 0.25 a 2 mg/Kg
pueden mejorar la actividad locomotora en ratas intactas (Chang y cols., 2011), y en
ratas con lesion de la médula espinal (Liu y cols., 2023). Nuestros resultados
muestran que la administracion aguda de pramipexol y de quinpirol, mejoran
significativamente la coordinacién del patrén de la marcha en la rata taiep (véase
Figuras 42 y 49). Recientemente, se ha mostrado que el uso de pramipexol en ratas
con lesion de la médula espinal promueve una disminucion de la respuesta
inflamatoria, asi como de los procesos apoptéticos y un aumento en la expresion de
los receptores D2 en la médula espinal toracica (Liu y cols., 2023). Otro estudio en
un modelo de lesion cerebral en ratas mostré que el quinpirol disminuye la expresion
de proteinas proapoptéticas como lo es el regulador de la apoptosis BAX que es un
regulador central de la via intrinseca de la apoptosis, también de citocinas
proinflamatorias como la interleucina 1 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a,
de sus siglas en inglés) en la corteza cerebral y el cuerpo estriado; asi como restaura
la expresion de los receptores D2 después de la lesidén cerebral causada por una
herida punzo cortante (Alam y cols., 2021). Si bien, aun no se han descrito los
mecanismos especificos del efecto neuroprotector, es probable que este agonista D2
tenga un impacto sobre la astrocitosis reactiva y el desbalance entre los receptores
D1/D2 reportados en la rata taiep (Leon-Chavez y cols., 2006; Flores y cols., 2002),
lo que podria reflejarse en una mejora del patron de la marcha en este modelo de
leucodistrofia. Por otro lado, se ha reportado que los receptores D2 se expresan en
las interneuronas V3 glutamatérgicas en la médula espinal lumbar de roedores, este
tipo de neuronas comisurales estan implicadas en la alternancia izquierda/derecha
del patrén de la marcha (Chopek y cols., 2018), lo que sugiere que los agonistas D2
modulan la coordinacion del patron de la marcha mejorando el desemperio de la rata

taiep a lo largo de la pasarela (Sharples y cols., 2020).

Como se ha descrito previamente, la disminucion de la longitud de la zancada es un
signo comun en la marcha atéxica y el vector resultante del trayecto de cada paso,

es inconsistente en comparacion con sujetos sin alteraciones (Palliyath y cols., 1998).
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Nuestros resultados muestran que tanto el pramipexol, como el quinpirol disminuyen
la longitud de la zancada (véase Figuras 42 y 49); pero no se ve relacionado
directamente con la cadencia del patron de la marcha (véase Figuras 45 y 50). Estos
datos indican que la rata taiep avanza menos distancia en cada paso, pero no
aumenta el nimero de pasos durante la misma distancia a lo largo de la pasarela.
Una posible explicacion es que las zancadas de los animales tratados con pramipexol
y con quinpirol mantienen un vector resultante en direccidn frontal mas consistente
que las ratas taiep del grupo control, ya que probablemente se desplazan mas hacia
los extremos al momento de realizar cada paso. Sin embargo, la rata taiep realiza
multiples contactos en el piso de cristal durante cada fase de soporte derivado del
temblor y de la ataxia que presenta, de tal manera que este modelo del sistema de
registro CatWalk™ presenta una limitante para determinar los angulos del vector
resultante de la direccion de la zancada en la marcha ataxica. Sin embargo, esta
hipotesis es basada en la observacion de las pruebas realizadas en la presente tesis
y debera tomarse con discrecién y corroborar con otro abordaje experimental (véase
Figura 63). Por lo que es necesario realizar un estudio complementario para
determinar si los angulos de desplazamiento se modifican con el uso de los agonistas

D2 en la rata taiep.

Control

!

Pramipexol
0.5 mg/Kg

Figura 63. Desplazamiento del paso de la extremidad posterior derecha en el

patréon de la marcha de la rata taiep. Los recuadros azules indican la posicion de la pata

posterior derecha durante las fases de soporte inicial y subsecuente de un paso, las lineas amarillas
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indican la posicion de la fase de soporte inicial del paso. A) Se ilustra la zancada de una rata taiep
control; durante la fase de soporte subsecuente, la pata posterior derecha no contacta la linea de la
posicion inicial. B) Se ilustra la zancada de una rata taiep tratada con pramipexol a una dosis de 0.5
mg/Kg. Note que durante la segunda fase de soporte la pata posterior derecha esta cerca de la
posicion de la fase de soporte inicial del paso.

En estudios previos se ha reportado que la dopamina en dosis bajas de menos de
30 uM, disminuye la locomocion espontanea en la médula espinal asilada de ratéon
neonato, esto por el efecto hiperpolarizante de los receptores D2 en las
motoneuronas del asta ventral (Clemens y cols., 2012; Sharples y cols., 2014, 2020).
Estos resultados son consistentes con lo obtenido en esta tesis, pero con animales
in vivo, ya que la velocidad de la marcha en las ratas taiep disminuyo tras la
administracion sistémica del pramipexol (véase Figura 42). Adicionalmente, se ha
reportado que los receptores D2 se expresan en interneuronas inhibitorias
pertenecientes al grupo V1, al menos un 33 por ciento present6 una hiperpolarizacion
de la membrana de las motoneuronas debido a la aplicacién de la sulpirida, un
antagonista de los receptores D2, produciendo un aumento en la excitabilidad
indirecta sobre las motoneuronas, al disminuir la actividad de interneuronas
inhibitorias (Sharples y cols., 2020). En el mismo estudio se reportdé que el efecto
excitatorio del receptor D2, puede deberse también a la formacion de heterémeros
de receptores D1 y D2, esto se sugirid6 al administrar el SKF81297, un agonista
selectivo de los receptores D1 en conjunto con el quinpirol, produciendo una
respuesta mas robusta en los registros de motoneuronas L3-L5 de la médula espinal
de raton neonato que con la aplicacion de SKF81297 (Sharples y cols., 2020). Estos
resultados podrian explicar el aumento de la velocidad en el patron de la marcha solo
con una de las dosis empleadas de quinpirol (véase Figura 50).

Auln se conoce poco de la modulacion dopaminérgica de la conducta locomotora
mediada por los receptores D2 a nivel espinal, pero los reportados en diferentes
estudios y lo que hemos obtenido en el presente trabajo, soporta que los receptores
D2 pueden tener un efecto dependiente de estado. Sin embargo, es necesario
realizar estudios de electrofisiologia, inmunohistoquimica para determinar el papel

fisiologico modulador de estos receptores en la rata taiep.
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Efecto del acetato de leuprolida en el patrén de la marcha de la rata
taiep.

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, de sus siglas en inglés) es un
decapéptido que se aislo por primera vez del hipotalamo de oveja y se ha reportado
como el iniciador principal de la cascada hormonal reproductiva, su sitio de accion es
el receptor a GnRH (GnRH-R, de sus siglas en inglés) e induce la sintesis y liberacion
de la hormona luteinizante (LH, de sus siglas en inglés) y de la hormona estimulante
del foliculo (FSH, de sus siglas en inglés; Schally et al., 1971). Si bien ya se han
descrito sus efectos hipofisiarios, también se ha reportado que tanto GnRH como
GnRH-R se expresan en otros sitios del sistema nervioso central como en el
hipotalamo, la amigdala, el subiculo, la corteza entorrinal y la médula espinal (Bard
y cols., 1987), asi como en la corteza cerebral de ratas (Quintanar y cols., 2007).

El acetato de leuprolida es un anélogo sintético de GnRH, pero con ciertas ventajas
en comparacion a la molécula natural, una de estas es que tiene una vida media
mayor de aproximadamente tres horas, dado que es menos susceptible a la
protedlisis, y la otra es que tiene mayor afinidad a los receptores para GnRH, lo que
conlleva a una mayor potencia de hasta diez veces en su actividad biolégica (Periti y
cols., 2002). Tanto la GhRH como sus analogos sintéticos se han empleado como
medida de tratamiento en diferentes trastornos reproductivos y en diferentes
patologias relacionadas con las hormonas sexuales (véase Tabla 7). Dentro de los
efectos extrahipofisarios se ha reportado que tanto GnRH como el acetato de
leuprolida tienen propiedades neurotréficas, evaluado a través del incremento en la
densidad de espinas dendriticas en el hipocampo (Prange-Kiel y cols., 2008). Por
otra parte, en neuronas corticales de rata aumenta el crecimiento, el numero de
neuritas y la expresion de neurofilamentos (Quintanar y cols., 2008), aumenta el
didmetro axonal en la médula espinal y mejora en los signos clinicos de ratas con
encefalitis autoinmune experimental, un modelo de esclerosis multiple (Guzman-Soto
y cols., 2012); mejora ademas en la actividad locomotora y la funcién vesical en ratas

con lesion en la médula espinal (Calderén-Vallejo y cols., 2012). También se ha
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reportado un efecto antiinflamatorio al disminuir la expresion de interleucina 1 8 (IL-
1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en un modelo de encefalopatia

isquémica en la rata (Pedroza-Garcia y cols., 2023).

Se ha reportado previamente que la GnRH a dosis de 60 ug/Kg mejora los signos
motores en animales con lesion de la médula espinal, esto se obtuvo empleando una
escala de afectacion de los signos que va del 0 al 5, donde 0 es normal y 5 es una
paralisis total mas incontinencia urinaria (Quintanar y cols., 2011). En otro estudio,
se ha reportado que el acetato de leuprolida a dosis de 1.2 ug/Kg (calculada como
equivalente en potencia a la dosis de 60 pug/Kg de GnRH) mejoraba la puntuacion
clinica de la encefalitis autoinmune experimental en una escala basada en lo
propuesto por Becher y sus cols., (2001). Sin embargo, la escala empleada parece
centrarse mas en los signos motores basales como son el tono muscular y el control
de las extremidades, en comparacion con otras de mayor validez como la propuesta
por Basso, Beattie y Bresnaham (BBB; Basso y cols., 1995), por lo que se carece de
un analisis mas robusto para el estudio de la conducta locomotora en ratas con lesion

espinal.

El acetado de leuprolida en la rata taiep disminuyé la duracion de la fase de soporte
de las extremidades anteriores (véase Figura 51), y de las extremidades posteriores
(véase Figura 54). Estos resultados son semejantes a lo reportado por Diaz-Galindo
y cols. (2015), los cuales mostraron una disminuciéon de la fase de soporte y de
balanceo de las extremidades posteriores tras la administracion crénica de leuprolida
con una dosis de 10 ug/Kg por cinco semanas, esto en un modelo de lesion de la
médula espinal por compresion a nivel del cuerpo vertebral T12. En las ratas taiep
se disminuyo la fase de balanceo de las extremidades anteriores (véase Figura 55)
y de las posteriores (véase Figura 56) tras la administracion de acetato de leuprolida.
Al igual que lo reportado por Diaz-Galindo, la dosis de 10 ug/Kg fue capaz de
disminuir ambas fases de la marcha; sin embargo, en nuestros resultados fue mas

eficaz la dosis mas baja (1.2 ng/Kg).

Por otro lado, el acetado de leuprolida no modifico la longitud de la zancada en las

extremidades anteriores (véase Figura 56), pero increment6 en las extremidades
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posteriores (véase Figura 57). Estos resultados también son consistentes con lo
reportado por Diaz-Galindo y cols. (2015). Adicionalmente, el acetato de leuprolida
no produjo cambios en la coordinacion del patron de la marcha en la rata taiep (véase
Figura 58), pero si aumenta la velocidad del patron de la marcha (véase Figura59).
Estudios previos han reportado que el receptor GNnRH-R se expresa en las
motoneuronas del asta ventral lumbar en ratas neonatas y adultas (Quintanar y cols.,
2009). Estos resultados podrian explicar la mejora en las fases de soporte y de
balanceo del patron de la marcha, asi como la longitud de la zancada en la rata taiep,
ya que estos pardmetros de la marcha dependen de interneuronas inhibitorias V1 'y
V2b, asi como de las interneuronas excitatorias V2 ipsilaterales del GCPs espinal
gue modulan la actividad de las motoneuronas flexoras y extensoras (Grillner y cols.,
2021). En estudios previos, se ha reportado que el receptor GnRH-R aumenta el Ca**
intracelular en neuronas preganglionares de la rana toro (Ford y cols., 2003), es
probable que se produzca un efecto similar en las motoneuronas del asta ventral en
la rata taiep, ya que en modelos de encefalitis autoinmune experimental y en la lesion
de la médula espinal en rata, pudiese conllevar a un estado de hiperexcitabilidad lo
que disminuye la latencia de activacion de las motoneuronas flexoras y de las
extensoras. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para dilucidar el papel
de los GnRH-R de las motoneuronas de los roedores normales y con diversas

patologias.

141



A

Médula espinal
ge rata (L4)

.

Aumento de la exitabilidad

- ‘ Motoneurona de la moneurona
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Figura 64. Esquema del posible efecto de los receptores de la hormona

liberadora de gonadotropinas en las motoneuronas lumbares en la rata. A) Corte
transversal de la médula espinal de rata en la porcion L4, note las interneuronas conformadas por de
generadores centrales de patrones y las motoneuronas flexoras y extensoras (Grillner y cols., 2020).
B) Las motoneuronas de las ratas expresan receptores de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH-R), tanto las flexoras como las extensoras (Quintanar y cols., 2009). C) Esquema de la
sefializacion intracelular de la GnRH. La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o el acetato
de leuprolida se unen a GnRH-R e interactta adicionalmente con la proteina Gs, que se asocia con la
adenilato ciclasa, lo que incita a una rapida sintesis de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), que
a su vez activa la proteina quinasa A (PKA). Posteriormente, PKA fosforila a los canales iénicos
activados por voltaje permitiendo la entrada de Ca**, produciendo un aumento indirecto de la actividad
de los receptores AMPA, lo que resulta en un aumento de la excitabilidad de la motoneurona (Yang y
cols., 1999; Quintanar y cols., 2009).

Por otro lado, los autores de los estudios en modelos de lesion de la médula espinal
y de la encefalitis autoinmune experimental, proponen que la recuperacion
locomotora derivada de la administracién de acetato de leuprolida se debe a sus
mecanismos neurotroficos lo que favorece un proceso de remielinizacion (Guzman-

Soto y cols., 2012), ya que se ha mostrado un aumento de neurofilamentos y de las
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neuritas (Calderon-Vallejo y cols., 2012) asi como de una disminucién concomitante
de las citocinas proinflamatorias presentes en la neuroinflamacion. Dado que la
neuroinflamacion es comun en diversas patologias como la lesion de la médula
espinal, la encefalitis autoinmune experimental, la esclerosis mdultiple y las
leucodistrofias, es probable que la disminucién de un proceso neuroinflamatorio
disminuya los signos motores de estas patologias (Diaz y cols., 2016; Guzman-Soto
y cols., 2016; Norah y cols., 2016). Por otro lado, el hecho de que la coordinacion
entre las extremidades no se modifica con el uso de acetato de leuprolida, podria
estar mas relacionado a su efecto directo en las motoneuronas, que a una
reorganizacion de los circuitos propioespinales. Adicionalmente, el aumento en la
concentracion de la dosis de acetato de leuprolida no modifica en gran medida los
parametros del patron de la marcha, y este efecto es consistente con lo reportado en
estudios previos donde al aumentar la concentracion de GnRH a 1, 10, 100 y 100
nM, la dosis mas baja produjo efectos significativos en el crecimiento de neuritas de
neuronas corticales cerebrales de rata, pero las dosis mas altas no modificaron el
efecto neurotréfico obtenido con la dosis mas baja de esta hormona (Quintanar y
cols., 2004). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, asi como los datos
reportados en trabajos previos, sugiere una posible saturacion de los receptores a
GnRH en las motoneuronas. Sin embargo, se requieren de diferentes estudios para
entender el efecto de la GnRH y su receptor GnRH-R, en el control espinal del patron

de la marcha en las ratas normales adultas.
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Conclusiones.

La administracion sistémica apomorfina mejora la duracion de la fase de soporte,
la duracion de la fase de balanceo y la coordinacion de la marcha en las ratas
taiep macho de tres meses de edad.

La administracion sistémica de pramipexol mejora la duracion de la fase de
balanceo y la coordinacion del patrén de la marcha en ratas taiep macho adultas.
El quinpirol mejora la duracion de la fase de soporte, la duracion de la fase de
balanceo, la velocidad y la coordinacion del patron de la marcha en ratas taiep
macho de tres meses de edad.

El receptor a dopamina D2 juega un rol importante en el control de la marcha en
un modelo de leucodistrofia asociado a la tubulinopatia H-ABC, sin embargo, es
necesario determinar si el efecto se da a nivel de los ndcleos superiores en la
region locomotora mesencefélica o en los generadores centrales de patrones de
la médula espinal. Por lo que, el uso de agentes dopaminérgicos pueden ser una
terapia prometedora para mejorar el patrén de la marcha en los pacientes con
leucodistrofia H-ABC vy otras patologias desmielinizantes en el sistema nervioso
central.

La administracion sistémica crénica por 21 dias de acetato de leuprolida en ratas
taiep macho adultas, mejora: la duracion de la fase de soporte, la duracion de la
fase de balanceo, la longitud de la zancada, la velocidad del patron de la marcha,

la cadencia del patrén de la marcha.

El uso de este agonista GnRH puede ser un tratamiento ideal para la enfermedad
H-ABC y otras leucodistrofias en humanos; sin embargo, es necesario realizar
mas pruebas experimentales para determinar el papel del acetato de leuprolida y
de la GnRH tanto en las motoneuronas como en los efectos adversos al emplear

este agonista sintético de larga duracion.
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