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RESUMEN

La rata taiep es un mutante de tubulinas cuyo nombre es el acrénimo de los signos
motores progresivos que presenta a lo largo de su vida: temblor, ataxia, inmovilidad,
epilepsia y paralisis. Este es el primer modelo animal para analizar nuevas opciones
terapéuticas para la tubulinopatia conocida como hipomielinizaciéon con atrofia de
los ganglios basales y cerebelo (H-ABC), para la cual no se tienen tratamientos

disponibles a la fecha.

La 4-aminopiridina (4-AP) es un bloqueador de los canales de potasio Kv 1.1 y Kv
1.2 que incrementa la eficacia de la transmision sinaptica al reducir la salida de
potasio de la neurona en la etapa de hiperpolarizacion provocando que el periodo
refractario relativo se reduzca y se pueda generar un nuevo potencial de accion de
manera mas rapida. Ademas, genera un aumento en la duracion del potencial de
accion, lo que provoca un aumento en el tiempo en que la neurona permanece
despolarizada y por consecuencia, se produce un mayor influjo de Ca+ a través de
los canales de calcio voltaje-dependientes en las terminales presinapticas y por lo

tanto un aumento en la liberacion de los neurotransmisores.

El objetivo de esta tesis fue valorar los efectos de la administracion de 4-AP en el
patron de la marcha de ratas taiep macho adultas de tres meses de edad. Se
utilizaron tres grupos experimentales de ratas taiep que fueron administradas con
4-AP por via intraperitoneal: ocho ratas recibieron la dosis de 1 mg/Kg, ocho ratas
recibieron la dosis de 1.5 mg/kg y otras ocho ratas recibieron la dosis de 2 mg/kg.
Cada rata sirvio como su propio control. Adicionalmente, se evaluaron los efectos
de la administracion de 4-AP en seis ratas Sprague-Dawley con una dosis de 2
mg/kg. Se evalud el patron de la marcha en el equipo CatWalk™ (Noldus
Technologies, Paises Bajos) analizando la cadencia, la coordinacion, la velocidad,

la longitud de la zancada, las fases de balanceo y de soporte de ambos grupos.

Nuestros resultados muestran que la 4-AP mejora los diferentes parametros del
patron de la marcha como es la duracion de la fase de soporte en las extremidades

anteriores, la duracion de la fase de balanceo en las extremidades, la coordinacion



y la velocidad de la marcha, obteniendo los mejores resultados con la dosis mas
alta de 2 mg/Kg. Asimismo, se obtuvieron cambios en las ratas Sprague-Dawley tras
la administracion de 4-AP, aunque estos no fueron beneficiosos para el patron de la

marcha.

En conclusién, nuestros resultados respaldan que la 4-AP podria ser una opcion
terapéutica en pacientes con enfermedad H-ABC o pacientes con enfermedades
desmielinizantes como las leucodistrofias, o adquiridas como son los traumas o

autoinmunes como la esclerosis multiple.



INTRODUCCION.

1.La marcha.

El patron de la marcha es una serie de movimientos ritmicos y alternantes
generados por contracciones de los musculos flexores y extensores de las
extremidades inferiores y superiores, regulados tanto a nivel cerebral como de la
médula espinal, con el objetivo de desplazarnos de un sitio a otro (Kandel et al.,
2021) y cumple diferentes funciones como la del forrajeo, busqueda de pareja o de

un lugar de refugio.

1.1. Fisiologia de la marcha.

El primer paso es la volicion de iniciar la marcha, ya sea por un proceso volitivo
(consciente), o bien, por un proceso emocional (inconsciente) como el que sucede
cuando estamos en una situacion de pelea o huida. En cualquiera de los casos, este

impulso tiene un origen en la corteza cerebral (Takakusaki, 2013).

El area motora primaria (area 4 de Brodmann) envia las senales motoras comando
de los movimientos voluntarios hacia los musculos a través del tracto cortico-espinal
(Kandel et al., 2021), y recibe sefiales de dos areas para la regulacién de la marcha,
el area cortical premotora, la cual integra la informacién visual para la planificacion
de la marcha; y el area motora suplementaria, que se encarga del control postural

anticipatorio preparando al cuerpo para realizar el movimiento (Takakusaki, 2013).

Una vez iniciado el proceso de marcha por las regiones corticales, es la region
locomotora mesencefalica (RLM), conformado por dos nucleos: el pedunculo-
pontino (NPP) y el nucleo cuneiforme (NC), la cual regula la velocidad del patron de
la marcha (Dautan et al., 2021). Las neuronas glutamatérgicas del NC regulan los
movimientos rapidos y sincrénicos, como son el galope y el salto; mientras que, las
neuronas glutamatérgicas del NPP controlan la locomocion mas lenta y alternante,
como lo es la caminata o el trote (Caggiano et al., 2018).



A nivel medular, la RLM activa redes de interneuronas responsables de producir la
alternancia ritmica de flexién y extensién de las extremidades, estas redes son
conocidas como generadores centrales de patrones (GCP; Minassian et al., 2017).
Estos simplifican el control supraespinal haciendo que la corteza cerebral no tenga
que controlar cada detalle de la marcha, sino que modula la actividad del GCP para
ajustar la velocidad y el ritmo del patron de la marcha segun los requerimientos
(Minassian et al., 2017).

Durante el proceso de locomocidn, la informacion sensorial de los musculos, las
articulaciones y la piel, es esencial para ajustar la marcha a las condiciones
cambiantes del entorno (Takakusaki, 2013). Esta informacioén viaja hacia el cerebelo
a través de la via espino-cerebelosa, donde se integran las sefales de adaptacion
de la marcha para evitar obstaculos y adecuarse a los cambios en el terreno, asi
como para la deteccion y correccion de las discordancias entre los movimientos

planificados y los ejecutados (Takakusaki, 2013).

1.2. Elanalisis del patron de la marcha.

El analisis de la marcha ha sido de gran interés a lo largo de los siglos y no solo
para los médicos o los fisidlogos, de tal forma que exponentes como el famoso pintor
Leonardo Da Vinci (1452-1519) o el matematico italiano Giovanni Borelli (1608-
1679) fueron de los primeros cientificos en considerar el movimiento corporal
reconociendo su funcionamiento como un sistema de palancas activadas por los

musculos que actuan sobre los huesos, con una visidn mecanicista (Paul, 1998).

Los hermanos Weber (1836) en sus investigaciones demostraron que existe una
relacion entre la velocidad de la marcha y la longitud de la zancada, analizando cual
es la forma mas eficiente de caminar una distancia especifica con respecto a la
longitud de la zancada y el numero de pasos, conocida esta ultima hoy en dia como
la cadencia de la marcha (Paul, 1998). Adicionalmente, analizaron el despegue del

pie respecto al suelo (fase de balanceo) y propusieron teorias que, a pesar de no



estar del todo correctas, sentaron las bases para la medicién cuantitativa de los

parametros de la locomocién (Paul, 1998).

Un precursor mas fue Eadweard Muybridge (1860), un fotografo e investigador
britanico quien contribuy6 significativamente al estudio del movimiento empleando
fotografias seriales para su investigacion, inicialmente enfocandose en el galope de
los caballos para determinar si en algun momento mantenian todas sus patas
separadas del suelo (Stillman et al., 1882). Con el paso de los afios, estos sistemas
se fueron perfeccionando, incorporando tecnologias mas avanzadas, lo que ha
dado lugar a los modernos y sofisticados sistemas de analisis de la marcha

disponibles en la actualidad (Haro, 2014).

Se debe destacar que gracias a los avances tecnolégicos en el analisis del patron
de la marcha, se ha podido mostrar que esta es un patréon de movimiento ritmico y
coordinado entre los miembros de los animales vertebrados, que implica una
secuencia de flexion y extension de las extremidades en un ciclo continuo (Guyton
y Hall, 2021).

El patrén de la marcha se puede estudiar a partir de cuatro fases: la flexién (F), la
primera extension (E1), la segunda extension (E2) y la tercera extension (E3). Las
fases F y E1 componen lo que se conoce como la fase de balanceo, la cual se
produce mientras el pie no se encuentra en contacto con el suelo, y las fases E2 y
E3 componen la denominada fase de soporte, en la que el pie se encuentra tocando
el suelo (Kandel et al., 2021).
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Figura 1. Las cuatro fases del ciclo de la marcha. Se ilustra el ciclo motor de un

gato durante el patron de la marcha, cuyas fases se clasifican en la fase de balanceo
(Fy E1)y en la fase de soporte (E2 y E3; Modificado de Kandel, 2021).

Aunque el patron de la marcha en los animales cuadrupedos claramente difiere de
la marcha bipeda del humano, la base conceptual para su analisis es analoga entre
ambas, ya que cuando se tiene una lesién de la extremidad o algun déficit nervioso,
se obtiene como resultado un patron de la marcha alterado. Adicionalmente,
diversos mecanismos compensatorios de la marcha son compartidos por
cuadrupedos y bipedos, como es el patron de los pasos cuando se arrastra una

extremidad también denominada cojera (Jacobs et al., 2014).

El patrén de la marcha en los roedores es de suma importancia debido a que existe
una gran variedad de modelos murinos utilizados para la investigaciéon de
enfermedades y trastornos de la locomocion; asi como para evaluar la eficacia y
seguridad de nuevas opciones terapéuticas (Lakes y Allen, 2016). Sin embargo, una
de las principales limitaciones radica en la incapacidad de estos animales para
expresar el dolor o malestar de manera explicita, aunado a que la velocidad
naturalmente elevada de la marcha en los roedores representa un desafio adicional,
ya que puede complicar la captura detallada y el analisis de patrones especificos de

movimiento y postura (Lakes y Allen, 2016).

Lo anterior respalda la utilizacion de equipos cada vez mas sofisticados para el
analisis del patron de la marcha, mediante la integracion de las nuevas tecnologias
como son el uso de grabacion de video a distintas velocidades y las plataformas
capaces de identificar el contacto de las extremidades con una superficie en la fase
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de soporte, ya que esto es fundamental para determinar el patron de la marcha y

analizar sus alteraciones.

1.2.1.Equipo de pasarela CatWalk para el analisis de la marcha.

El sistema tipo pasarela denominado CatWalk™ fabricado por la empresa Noldus
Technologies de los Paises Bajos, permite la obtencion y el analisis de videos de la
marcha en roedores, de los que se extraen mas de 200 parametros espacio-
temporales una vez que se han identificado todas las huellas después de pasar a
través de una pasarela de 120 cm de largo (Timotius et al., 2023). Durante la prueba,
el animal se desplaza libremente sobre una pasarela con paredes de acrilico negro
de 5 mm de espesor, el techo contiene una lampara de diodos emisores de luz roja,
y el piso es una plataforma de vidrio de 6 mm de grosor. Al final su recorrido, el
animal llega a la caja de recompensa donde encuentra un reforzador positivo para
motivar su paso a través de la pasarela, y todo este recorrido es grabado con una
camara de alta velocidad de la marca Gevicam modelo GP-2360C (EUA) ubicada

en la parte inferior de la plataforma (véase Figura 2).

La tecnologia de iluminacion LED verde se refleja internamente en la placa de vidrio,
excepto en los puntos de contacto, lo cual permite que solo las huellas durante el
soporte sean captadas y analizadas por el programa de computo, asegurando una
alta precisién en la identificacion de los parametros de la marcha (van den Heuvel,
2023).
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Figura 2. Vista anterior del equipo tipo pasarela CatWalk y sus componentes.
El equipo se conforma de una pasarela donde la rata camina hasta llegar a la caja
de recompensa en la que se encuentra un reforzador positivo para impulsar la
caminata que queda grabada por la camara de alta velocidad ubicada por debajo

de la pasarela.

Este equipo ha sido utilizado para la investigacion de enfermedades o lesiones
relacionadas con el sistema nervioso y el control del patrén de la marcha, como son
la lesion de la médula espinal, la artritis, la enfermedad de Parkinson, la lesion
cerebral traumatica, la ataxia, entre muchas otras (Timotius et al., 2023). Cabe
mencionar que el sistema CatWalk es el equipo comercial mas utilizado en estudios
publicados sobre la marcha, lo que da soporte a su confiabilidad y replicabilidad, y
es el unico que se actualiza constantemente y que brinda soporte técnico (Timotius
et al., 2023).

1.3. Ataxia.

La ataxia es un trastorno neurolégico que afecta la coordinacién y el equilibrio
debido a una disfuncion del cerebelo y sus conexiones, esto provoca que los
pacientes con ataxia presenten una marcha inestable y dificultades para realizar

movimientos precisos (Manto et al.,, 2023). Sus causas son resultado de una
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variedad de factores que van desde enfermedades neurodegenerativas, hasta

eventos agudos como son los accidentes cerebro-vasculares (Manto et al., 2023).

Las alteraciones motoras que caracterizan a la ataxia se pueden enlistar de la

siguiente manera:

>

Dismetria: Es la incapacidad de realizar los movimientos con las métricas
adecuadas, es decir, los pacientes pueden presentar hipermetria, esto es
movimientos excesivos; o hipometria, que son movimientos insuficientes.
Temblor: Es una oscilacion involuntaria y ritmica que aparece durante la
ejecucion de un movimiento.

Disartria ataxica: Es un trastorno del habla que se caracteriza por una
articulacion imprecisa e irregular del lenguaje.

Lateropulsion: Es una inclinacion o desvio del cuerpo hacia un lado (Manto,
2022).

Debido a estas alteraciones motoras, encontramos caracteristicas distintivas de la

marcha ataxica:

>

Reduccion de la velocidad y la cadencia del patrén de la marcha: los pasos
de los pacientes con ataxia son mas lentos y con menor frecuencia por
minuto.

Disminucion de la longitud de la zancada: los pasos son mas cortos.
Aumento de la base de soporte: como un mecanismo de compensaciéon de
la inestabilidad, los pacientes caminan con una base de sustentacion mas
amplia, es decir, con las piernas y los pies mas separados.

Aumento en la duracion de la fase de soporte: los pacientes pasan mas
tiempo con los pies en contacto con el suelo.

Reduccion de la fase de balanceo: Los pacientes pasan menos tiempo con

los pies despegados del suelo (Buckley et al., 2018).
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2. Leucodistrofias.

La palabra leucodistrofia proviene del latin leuko, que significa blanco, y distrofia,
que significa crecimiento imperfecto (The Children's Hospital of Philadelphia, 2020).
Las leucodistrofias son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas raras que
afectan la materia blanca del sistema nervioso central, especificamente la mielina,
cuya alteracion interrumpe la transmision del impulso saltatorio nervioso
provocando una amplia variedad de sintomas neurologicos que varian en gravedad

y en la edad de inicio (Bonkowsky et al., 2021).

Usualmente, las leucodistrofias se clasifican segun sus caracteristicas clinicas y de
imagenologia (Bonkowsky et al., 2021), principalmente la resonancia magnética que
ha permitido el primer diagnédstico al evaluar la composicion de la mielina (Matchar
et al., 2004). Sin embargo, los avances en las pruebas genéticas han llevado a una
comprension mas profunda de estas enfermedades (Adang et al., 2024), revelando
que las mutaciones en genes que codifican para diversas proteinas, incluidas las
tubulinas, pueden ser clasificadas dentro de las leucodistrofias (Nahhas et al.,
2016).

2.1. Tubulinopatias.

Las subunidades o y B de tubulina se ensamblan para formar un heterodimero
estable que constituye la unidad basica del microtubulo (Desai y Mitchison, 1997).
Estos dimeros se asocian longitudinalmente para generar protofilamentos lineales
y trece de ellos se ensamblan lateralmente para crear un microtubulo, el cual
presenta polaridad inherente con un extremo "mas" de crecimiento rapido y un
extremo "menos" de crecimiento lento, lo que es determinado por la orientacién de
los dimeros, siendo la subunidad B la que apunta hacia el extremo "mas" (Desai y
Mitchison, 1997).

La longitud y estabilidad de los microtubulos se regula por su ensamblaje y
desensamblaje en un proceso conocido como inestabilidad dinamica, la cual alterna

entre fases de polimerizacion y despolimerizacion que requieren energia derivada
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de la hidrdlisis del guanosin trifosfato (GTP), el cual ocurre cuando el GTP, unido a
la subunidad B, se convierte en guanosin difosfato (GDP) tras la incorporacién del
dimero al microtubulo, esto debilita las uniones entre los dimeros facilitando su

desensamblaje (véase Figura 3; Howard y Hyman, 2009).

Doblado Mas recto

& Intercambio \
de nucledtido

Despolimerizacion Polimerizacion

Liberacion de <«—— Hidrolisis

CD Tubulina a, unida a GTP fosfato de GTP
OO Tubulina o, con GDP-Pi <— Tensién creciente
(x) Tubulina a,B unida a GDP

Figura 3. Ciclo de polimerizacion y despolimerizacién de un microtubulo. El
heterodimero de tubulina unido a GDP se encuentra doblado en el citoplasma, y el
intercambio del nucleétido GDP por GTP vuelve mas recto al heterodimero. Este se
endereza completamente cuando se une al microtubulo tras la polimerizacion.
Después de la hidrdlisis de GTP, el dimero de tubulina-GDP se empieza a tensionar
y esta tension es la que favorece el proceso de despolimerizacién (modificado de
Howard y Hyman, 2009)

La estabilidad de los microtubulos favorece el funcionamiento eficiente de las
proteinas motoras llamadas kinesinas y dineinas, las cuales utilizan la energia de la
hidrdlisis del ATP para moverse a lo largo de los microtubulos, transportando
diversas cargas como organulos, vesiculas y complejos proteicos, pero se
distinguen por sus direcciones de movimiento (Vale, 2003). Las kinesinas
generalmente se mueven del extremo menos al extremo mas transportando del
nucleo a la periferia, mientras que las dineinas se mueven en el sentido contrario,
del extremo mas al extremo menos transportando de la periferia al nucleo (Vale,
2003).
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Las tubulinopatias son un grupo diverso de trastornos causados por mutaciones en
los genes de las tubulinas, lo que conlleva a una disfuncién de los microtubulos vy,
en consecuencia a una amplia gama de trastornos del desarrollo neurolégico
(Maillard et al., 2023). Uno de los problemas que pueden generar las tubulinopatias
es el transporte axonal interrumpido, esto quiere decir que, los microtubulos al
actuar como las vias para el transporte de proteinas esenciales a lo largo de los

axones, no completan de manera adecuada su funcion (Maillard et al., 2023)

Dentro de las tubulinopatias que afectan a la sustancia blanca se encuentran las
relacionadas con el gen tubulina B4a (TUBB4A) que codifica para la proteina
tubulina p4a (TUBB4A), entre las que se incluye la enfermedad Ilamada
hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (de sus siglas en
inglés H-ABC; Nahhas et al., 2016).

2.2. Enfermedad H-ABC.

La enfermedad H-ABC es una tubulinopatia rara que se caracteriza por una
deficiencia de mielina asociada a atrofia de los ganglios basales, especialmente el
putamen, y atrofia cerebelosa, identificada por primera vez en el afio 2002 mediante
estudios de resonancia magnética que se caracterizan por los hallazgos de
hipomielinizacion de los principales tractos del encéfalo como el cuerpo calloso, la
comisura anterior o los pedunculos cerebelosos (Hamilton et al., 2014). En 2013, la
secuenciacion del exoma completo de 11 pacientes con H-ABC revelé que todos
tenian una mutacién de novo en el gen de la TUBB4A (Simons et al., 2013). Este
hallazgo marcé un paso importante en la comprension de la enfermedad y sento las

bases para nuevas formas de investigacion y desarrollo de posibles tratamientos.

2.2.1.Fisiopatologia.

Diferentes mutaciones en el gen que codifica para la TUBB4A pueden tener efectos

especificos en la morfologia y la expresion génica (Curiel et al., 2017). La mutacion
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mas comun de la H-ABC es p.Asp249Asn, esta altera la morfologia de las neuronas
y de los oligodendrocitos, ya que la mayoria de la tubulinas 4A se expresan en los
oligodendrocitos aproximadamente en un 70% y el resto en las neuronas, lo que se
traduce en una afectacion combinada en ambos tipos celulares (Simons et al.,
2013).

Se ha mostrado que la mutacion p.Asp249Asn se encuentra dentro del bucle T7 de
la proteina TUBB4A, una regién fundamental para la interaccion longitudinal entre
las subunidades de tubulina, para la formacién de los heterodimeros de alfa-beta

tubulina y el ensamblaje de los microtubulos (véase Figura 4; Simons et al., 2013).

Figura 4. Vista magnificada de la interfaz intradimérica que muestra el papel
de Asp249 en la coordinacion de la interaccion entre el bucle T7 y el guanosin
trifosfato (GTP) unido a la a-tubulina. Se puede observar GTP (verde) unido en
la interfaz de a-tubulina (magenta) y B-tubulina (azul). El residuo Asp249 se muestra
como esferas rojas, su socio de interaccion Arg2 se muestra como esferas azules,

y el resto del bucle T7 se muestra en amarillo (modificado de Simons et al., 2013).
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Estudios in vitro han demostrado que la mutacion p.Asp249Asn provoca anomalias
morfolégicas en las neuronas granulares del cerebelo. Estas neuronas presentan
axones mas cortos, un menor numero de dendritas y una menor ramificacion de sus

arborizaciones dendriticas (Curiel et al., 2017).

La afectacion neuronal puede contribuir a la atrofia de los ganglios basales y el
cerebelo, mientras que la disfuncion de los oligodendrocitos da como resultado una
hipomielinizacion (Hamilton et al., 2014). La gravedad y el espectro de sintomas
clinicos en la H-ABC dependen del tipo de mutacion en la TUBB4A (Hamilton et al.,
2014; Krajka et al., 2022).

2.2.2.Signos y sintomas.

Los pacientes que presentan la enfermedad H-ABC se han caracterizado

principalmente por los siguientes hallazgos imagenoldgicos:

» Hipomielinizacién: Es la caracteristica distintiva de H-ABC y se observa como
una disminucion de la seial T1 y T2 en la sustancia blanca del cerebro en
las imagenes de resonancia magnética.

» Atrofia de los ganglios basales: Se observa principalmente en el putamen, y
se manifiesta como una reduccién del tamafo de dichas estructuras.

» Atrofia cerebelosa: Afecta especialmente al vermis cerebeloso y se encuentra
una disminucién del tamafio del cerebelo.

» Adelgazamiento del cuerpo calloso: En algunos casos, se puede observar un
adelgazamiento del cuerpo calloso (Alata et al., 2021; Hamilton et al., 2014;
Simons et al., 2013).

En cuanto a los sintomas que presentan estos pacientes destacan los nombrados

en el siguiente listado:

» Distonia.
» Temblor.
» Espasticidad.
» Ataxia.
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» Discapacidad Intelectual.

» Convulsiones.

» Problemas de crecimiento, baja estatura o bajo peso (Hamilton et al., 2014;
Tonduti et al., 2016).

2.2.3.Diagnostico y tratamiento.

El primer diagndstico de la enfermedad H-ABC se realiza basado en los hallazgos
clinicos e imagenologicos previamente mencionados. Una vez que se tiene este
diagndstico, se debe de confirmar mediante pruebas genéticas la secuenciacion del
exoma o de todo el genoma mediante la identificacién de una de las variantes
patdgenas del gen TUBB4A (Simons et al., 2013).

En cuanto al tratamiento, no existe actualmente una cura para la enfermedad H-
ABC, por lo que el tratamiento esta basado en el manejo de los sintomas de manera
rutinaria y la prevencion de complicaciones secundarias, asi como el apoyo a los
familiares (Nahhas et al., 2016).

Algunas de las indicaciones para la prevencion de complicaciones secundarias son:

» Se recomiendan suplementos de calcio y vitamina D para prevenir la
osteoporosis.

» El cuidado de la piel y el reposicionamiento frecuente son esenciales para
prevenir las ulceras por presidon en pacientes con movilidad reducida.

» Se recomienda la vacunacion anual contra la influenza y COVID-19.

» Prevencién de caidas, el equipo adaptable y la fisioterapia pueden ayudar a

prevenir lesiones secundarias (Nahhas et al., 2016; Simons et al., 2013).

En cuanto al apoyo a la familia se puede mencionar la asistencia a terapia
psicoldgica y la asistencia a grupos de ayuda como apoyo psicosocial (Nahhas et
al., 2016).
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2.3. Larata taiep como un modelo de H-ABC.

La rata taiep es el primer modelo animal con una alta expectativa de vida para
analizar la enfermedad H-ABC (Cortés et al., 2005).

La rata taiep se origind como una mutacion espontanea dentro de una colonia de
ratas de la cepa Sprague-Dawley en el bioterio del Laboratorio de Neurofisiologia
de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla durante el proceso de seleccion para obtener una
rata con una alta frecuencia de bostezos espontaneos (Urba-Holmgren et al., 1990).
Durante este proceso, se obtuvo que una camada de la generacién F4 presentaban
un temblor fino en la cola y la parte proximal de las extremidades posteriores al

destetarlas al mes de edad (Holmgren et al., 1989).

A través de cruzamientos entre mutantes y sanos, se establecié la rata taiep,
nombre que proviene del acrénimo de los signos motores progresivos que presenta
a lo largo de su vida (Holmgren et al., 1989):

Temblor Ataxia

Aparece alrededor de un
mes de edad.

Inicia a los dos meses
de edad y se intensifica
a partir del tercer mes.

Episodios de
Paralisis Inmovilidad
Ocurre después de doce P Comienza después de
meses, llevando a la cinco a seis meses, con
paralisis de las un pico entre los ocho a
extremidades traseras. nueve meses de edad.

E

Epilepsia del tipo
crisis de ausencia

Comienza a los tres meses de
edad en machos y a los seis
meses en hembras, alcanzando
su pico maximo a los nueve
meses.
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Figura 5. Evolucion del conjunto de signos en la rata taiep. El nombre de la rata
taiep es el acrénimo de los signos motores progresivos que presenta. Se incluyen
las edades en las que se presenta cada signo (Hernandez Alvarado, 2021;
Holmgren et al., 1989).

La mutacién genética que causa este sindrome se hereda de forma autosémica
recesiva y se ha localizado en el gen tubb4a que codifica para la tubulina f4A
(Garduno-Robles et al., 2020; Holmgren et al., 1989). Esta mutacion cambia una
alanina por treonina en la posicion 302 (Ala302Thr), esta region, a pesar de no
encontrarse en la interface entre las subunidades de tubulina, es esencial para la
actividad con otras proteinas que regulan la dinamica de interaccion de los

microtubulos (Garduno-Robles et al., 2020; Lopez-Juarez et al., 2021).

Esta mutacion lo que provoca es una acumulacion anormal de microtubulos en los
oligodendrocitos, especificamente en el cuerpo celular y en las prolongaciones
(Duncan y cols., 1992). Esta acumulacion no se encuentra al inicio de la
mielinizacion del nervio éptico a los siete dias de edad, pero se observa en la médula
espinal a edades tempranas, debido a la mielinizacion activa en etapas tempranas
del desarrollo (Lunn et al., 1997).

La acumulacion de microtubulos en los oligodendrocitos también afecta al
transporte de proteinas y acido ribonucleico mensajero (ARNm) indispensables para
la formacion y el mantenimiento correcto de la mielina (Cortés et al., 2005). En la
rata taiep se ha reportado una disminucion progresiva en los niveles de proteinas
especificas de la mielina como son: la proteina basica de la mielina (PBM), la
proteina proteolipidica (PLP), la 2'.3'-nucleétido ciclico 3'-fosfodiesterasa y la

glicoproteina asociada a la mielina (GAM; Moller et al., 1997).

Adicionalmente, Eguibar y colaboradores en 2012, reportaron que las ratas taiep de
ocho meses de edad tienen una disminucion significativa en el contenido de lipidos
en varias areas del sistema nervioso central, con un 82% de disminucion en el
tronco encefalico, un 72% de disminucién en la médula espinal, y un 50% de

disminucion en la corteza cerebral y el cerebelo (Eguibar et al., 2012).
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Estas alteraciones en conjunto, conducen a una hipomielinizacion inicial seguida de
una desmielinizacidon progresiva, afectando principalmente al cerebelo, el cuerpo
calloso, los ganglios basales y la médula espinal (Alata et al., 2021; Garduno-Robles
et al., 2020).

El examen macroscopico de cortes de cerebro en el plano parasagital de ratas tfaiep
de dos a tres meses de edad mostré6 que la mielina estaba presente en los
principales tractos de la sustancia blanca, por ejemplo, a nivel de la médula espinal
y la folia cerebelosas y en el cuerpo calloso, pero con una clara hipomielinizacion
(Lunn et al., 1997). Sin embargo, entre los nueve y los doce meses, se presenta una
pérdida sustancial de la mielina en todo el cerebro debido a la desmielinizacion
progresiva (véase Figura 6). Las principales anomalias observadas en las secciones
cerebrales de taiep fueron la hipomielinizacion, seguida de una desmielinizacion sin

que se presente su gliosis reactiva (Leén-Chavez et al., 2001).

3 meses 9 meses 9 meses

taiep Y 4 -

o
[

Figura 6. Cortes parasagitales del cerebro y del cerebelo de ratas Sprague-
Dawley (WT) y las que corresponden a ratas taiep. En los primeros tres meses
de vida, las ratas taiep presentan hipomielinizacion y desmielinizacion que empeora
con la edad. Escala de la barra: cerebelo 0.5 mm, cerebro 1 mm (modificado de
Duncan et al., 2017)

Debido a que la enfermedad H-ABC en humanos también es originada por una
mutacion en el gen que codifica para la g-tubulina 4A, los hallazgos clinicos y de
imagen encontrados en la rata faiep y los encontrados en pacientes que padecen

H-ABC son muy similares en los siguientes aspectos:
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» Hipomielinizacién: Tanto la rata faiep como los pacientes con H-ABC
presentan una deficiencia de mielina en el sistema nervioso central.

» Atrofia cerebelosa: El cerebelo de las ratas taiep se reduce con la edad,
similar a lo que se ha reportado en pacientes con H-ABC.

» Atrofia de los ganglios basales: La atrofia de estas estructuras caracterizan
a los pacientes y a este modelo animal.

» Ataxia: se presenta en la rata taiep y en los pacientes con H-ABC desde
etapas tempranas del desarrollo.

» Temblor: El temblor es el primer signo que aparece en la rata faiep y también
se puede tener en pacientes con H-ABC (Alata et al., 2021; Garduno-Robles
et al., 2020).

Lo anterior aporta evidencia que soporta que la rata taiep es un modelo de la
tubulinopatia H-ABC, el cual ofrece diferentes ventajas que respaldan su uso en la
investigacion, como lo es su expectativa de vida de 18 a 24 meses, no requiere de
cuidados especiales, y la amplia experiencia que tenemos en su manejo,

adicionalmente:

» La rata faiep permite realizar estudios longitudinales para analizar la
progresion de la enfermedad, ya que tiene una expectativa de vida normal
para ratas de laboratorio, entre 18 a 24 meses.

» Es un modelo valioso para probar nuevas terapias farmacolégicas o
genéticas para la H-ABC.

» Facilita la investigacion de los mecanismos moleculares y celulares que
subyacen a la H-ABC.

» Debido a que no se le realiza ninguna manipulacion genética a esta rata, nos
permite evaluar la enfermedad desde el nacimiento hasta su muerte natural
(Cortés et al., 2005; Eguibar y Cortés, 2010; Garduno-Robles et al., 2020).
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3. Los canales de potasio tipo Kv 1.1y 1.2.

Los canales de potasio Kv1.1 y Kv1.2 son subunidades de canales de potasio
dependientes de voltaje que pertenecen a la subfamilia Kv1, especificamente son
canales de rectificacion tardia, lo que significa que se activan en respuesta a la
despolarizacion de la membrana y contribuyen a la repolarizacion de la membrana

después de un potencial de accion (Wang et al., 1993).

Estos canales son proteinas transmembrana que se ensamblan como tetrameros,
y cada subunidad esta compuesta por seis dominios transmembranales con la
region del poro formada por los dominios S5 y S6 de las cuatro subunidades que lo

conforman (McGahan y Keener, 2022).

Las subunidades Kv1.1 y Kv1.2 pueden formar canales homoméricos, es decir,
canales compuestos por cuatro subunidades idénticas, o pueden formar canales
heteroméricos, compuestos por una combinacion de las subunidades Kv1.1y Kv1.2
(McGahan y Keener, 2022).

En el sistema nervioso central encontramos las zonas con mas alta densidad de
canales Kv 1.1 y 1.2, particularmente en la region yuxtaparanodal (YPN) de los
axones (véase Figura 7) , en los segmentos iniciales del axon, en el bulbo olfatorio
primario, en el hipocampo y en las células en forma de canasta del cerebelo (Lorincz
y Nusser, 2008; Robbins y Tempel, 2012). Ademas, se ha reportado una baja
expresion de canales Kv 1.1 en el tubulo contorneado distal (Glaudemans et al.,

2009), y en las auriculas del corazén (Glasscock et al., 2015).
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Figura 7. Regiones del axén alrededor de un nodo de Ranvier. Se muestran las
diferentes regiones circundantes al nodo (N): el paranodo (PN), el yuxtaparanodo
(YPN) y el internodo (IN), asi como su respectiva expresion de canales de potasio

(Kv 1.1 y Kv 1.2) y sodio voltaje-dependientes (Nav).

Los canales Kv 1.1 y Kv 1.2 se ha demostrado que regulan los patrones de disparo
de los potenciales de accion en las regiones del sistema nervioso central en las que
se encuentran, contribuyen a la fase de repolarizacién del potencial de accion,

ademas regulan la duracién del potencial de accién (Judge y Bever, 2006)

4. La 4-Aminopiridina.

La 4-aminopiridina (4-AP) es un bloqueador no selectivo de los canales de potasio
voltaje-dependientes con valores de ICso de 590 uM y 290 uM para Kv 1.1 y Kv 1.2,
respectivamente (Gutman et al., 2005). Es un farmaco liposoluble capaz de cruzar
la barrera hematoencefalica utilizado tipicamente para reducir la fase de
hiperpolarizacion del potencial de accién en axones no mielinizados (European

Medicines Agency, 2011).
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4.1. Composicion quimica.

El nombre quimico de 4-AP es piridina-4-amina, ya que contiene un anillo de piridina
acoplado a un grupo amino en la posicion 4 (véase Figura 8), cuya férmula
molecular es CsHsN2 con una masa molecular de 94.11 g/mol, se encuentra en
forma de cristales blanquecinos solubles en agua a concentraciones hasta 83 g/L
(Sigma-Aldrich, EUA 2024)

NH,

=

~
N

Figura 8. Estructura quimica de la 4-aminopiridina. Este farmaco esta

conformado por una piridina y un grupo amino en la posicion 4 como se ilustra.

4.2. Mecanismo de accion de la 4-aminopiridina.

La 4-AP es un bloqueador de los canales de potasio Kv 1.1y 1.2, reduce la salida
de potasio de la neurona en la etapa de hiperpolarizacion, provocando que el
periodo refractario relativo se reduzca y se pueda generar un nuevo potencial de

accion de manera mas rapida (European Medicines Agency, 2011).

También se obtiene un aumento en la duracién del potencial de accién, lo que
provoca un aumento en el tiempo en que la neurona permanece despolarizada. Esto
provoca que exista un mayor influjo de Ca+ a través de los canales de calcio
voltaje-dependientes en las terminales presinapticas y por lo tanto un aumento en
la liberacidn de los neurotransmisores (Véase Figura 9; Verbny et al., 2002; Waddell
et al., 1989).
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Figura 9. Efectos de la 4-aminoporidina (4-AP) en los potenciales de acciéon
compuestos en el nervio oéptico. Se muestran los potenciales de accién
compuestos a diferentes dosis de 4-AP en preparaciones de nervio optico de raton
neonatal A) y adulto B). Note que los efectos varian con la edad del ratén
(Modificado de Verbny et al., 2002).

Este mecanismo es beneficioso en condiciones de dismielinizacion y
desmielinizacion, ya que se produce una salida excesiva de potasio causada por la
exposicion de los canales Kv 1.1 y 1.2 hacia el espacio extracelular, lo que conduce
a un exceso de la hiperpolarizacion y una interrupcién de la conduccion nerviosa

(European Medicines Agency, 2011).

4.3. Farmacodinamia.

La prolongacién del potencial de accidén genera una corriente entrante de Ca?*
superior a lo normal en las terminales presinapticas, lo que conlleva a un aumento
en la liberacién de neurotransmisores desde las terminales nerviosas y a una mayor
transmision neuro-neuronal o neuro-muscular (Kostadinova y Danchev, 2019).
Ademas, se ha demostrado que la administracion de 4-AP produce un incremento
dependiente de la dosis en la cantidad de acetilcolina liberada por las terminales
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nerviosas neuromusculares (Paskov et al., 1986). La 4-AP también aumenta la
generacion de potenciales de accidn y regula la descarga repetitiva de las células
piramidales corticales, estimulando la liberacidon de glutamato y acetilcolina

(Kostadinova y Danchev, 2019).

4.4. Farmacocinética.

La farmacocinética de 4-AP sigue un modelo lineal, lo que indica que se absorbe de
manera proporcional a la dosis, sin que se tenga una acumulacion del farmaco
después de dosis repetidas y adicionalmente no se une a las proteinas plasmaticas,

lo que aumenta su biodisponibilidad (European Medicines Agency, 2011).

En un estudio realizado por Sindhurakar y colaboradores en 2017, midiendo las
concentraciones plasmaticas de 4-AP en ratas Sprague-Dawley durante 5 horas
posteriores a la administracion de bolos de 0.48 mg/Kg o de 0.32 mg/Kg
administrados por via intraperitoneal, se mostr6 que con ambas dosis el pico
plasmatico se da antes de los primeros 90 minutos (Sindhurakar et al., 2017), similar
a lo encontrado en humanos con picos plasmaticos alrededor de 1.3 horas después

de su administracion por via oral (European Medicines Agency, 2011)

Este farmaco es eliminado casi en su totalidad a través de la orina con una vida
media de 6 horas y la mayor parte de la fraccidén recuperada corresponde al farmaco
sin cambios, dado que no se metaboliza (European Medicines Agency, 2011). En la
orina se han encontrado dos metabolitos inactivos, la 3-hidroxi-4-aminopiridina y un
compuesto sulfatado, estos mostraron un efecto 30 veces menor para bloquear los
canales de potasio por lo que se asume que no contribuyen a la actividad
farmacolégica de la 4-AP. También se obtuvo el metabolito 4-AP N-oxido en ratas,
pero aun no se ha confirmado la presencia de este metabolito en humanos

(European Medicines Agency, 2011).
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4.5. Toxicologia.

Los estudios de seguridad farmacolégica de la 4-AP en animales han mostrado un
perfil de seguridad aceptable y amplio. La toxicidad se evalu6 mediante estudios de
dosis unica por via oral en ratas, conejos y perros, y estudios con administracion de
dosis repetidas en ratones, ratas y perros durante periodos de hasta doce meses.
En ratas, la dosis letal 50 fue de entre 14 mg/Kg y 22 mg/Kg, pero incrementa hasta
40 mg/Kg cuando la dosis diaria se divide en 4 sub-dosis administradas cada 6
horas; mientras que, en conejos fue de 23 mg/Kg y en perros no se detectaron
toxicidades evidentes con dosis de hasta 5 mg/Kg administradas cuatro veces al dia

(European Medicines Agency, 2011).

Los estudios de dosis repetidas en ratas y perros mostraron efectos secundarios en
el sistema nervioso central, tales como temblores, convulsiones y otros sintomas
neurologicos que disminuyen con el tiempo o tras suspender el tratamiento. Estos
efectos adversos estan relacionados con la actividad farmacolégica de la 4-AP y se
presentan en su mayoria poco después de la administracién de dosis mayores a los
2 mg/Kg en ratas (Kostadinova y Danchev, 2019; Smith et al., 2000).

Adicionalmente, la 4-AP fue evaluada para determinar potenciales efectos
genotoxicos y carcinogénicos, y en los estudios realizados no se obtuvo evidencia
de genotoxicidad en pruebas in vitro, ni de efectos neoplasicos significativos en
estudios de dos afos de seguimiento en ratones y ratas (Kostadinova y Danchey,
2019).
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ANTECEDENTES.

La rata faiep es un mutante de tubulinas que se origind por una mutacion
espontanea en el proceso de seleccion endogamica de ratas con una alta frecuencia
de bostezo (Urba-Holmgren et al., 1990). Recibe su nombre del acrénimo de los
signos motores progresivos que presenta a lo largo de su vida: temblor, ataxia,

inmovilidad, epilepsia y paralisis (Holmgren et al., 1989).

La mutacion presente en esta rata se ha reportado como una mutacion puntual en
el gen tubb4a que codifica para la tubulina f4A (TUBB4A) presente en los
oligodendrocitos, haciendo que se desarrolle una enfermedad neuroldgica resultado
de la hipomielinizacion seguida de una desmielinizacion progresiva del cerebro, los
nervios opticos y ciertos tractos de la médula espinal (Garduno-Robles et al., 2020;
Lunn et al, 1997). La acumulacion progresiva de microtubulos en los
oligodendrocitos se correlaciono con el retraso en el desarrollo normal de la mielina

y su posterior desmielinizacion (Couve et al., 1997; Duncan et al., 2017).

Asimismo, se han encontrado cambios morfoldgicos en la rata taiep que coinciden
con lo encontrado en pacientes humanos que presentan la leucodistrofia
hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (H-ABC; Garduno-
Robles et al., 2020; Lopez-Juarez et al., 2021), una enfermedad causada, de igual
forma, por una mutacion en el gen para la tubulina f4A. Estas similitudes entre los
signos y los sintomas de los pacientes con H-ABC y los de la rata taiep, convierte a
este ultimo en un modelo animal ideal para el estudio especifico de la enfermedad
H-ABC y que tiene una alta expectativa de vida, llegando a vivir de 18 a 24 meses
(Cortés et al., 2005).

Actualmente, existen tres modelos animales que presentan caracteristicas
pertenecientes a la leucodistrofia H-ABC: |a rata taiep y dos modelos de ratones con
mutaciones en el gen tubb4a (tubb4aD249N y tubb4aN414K) (Fertuzinhos et al.,
2022; Sase et al., 2020). A diferencia de los modelos de ratones, la rata taiep tiene
una expectativa de vida normal, de 18 a 24 meses, lo que permite realizar estudios

a lo largo del tiempo para analizar la progresién de la enfermedad y evaluar terapias

29



a largo plazo (Cortés et al., 2005). Adicionalmente, al ser un modelo natural y no
manipulado genéticamente, la rata taiep ofrece la oportunidad de estudiar la
enfermedad desde el nacimiento hasta la muerte natural, lo que la convierte en un
modelo valioso para investigar los mecanismos moleculares y celulares

subyacentes a la H-ABC.

Por otro lado, los modelos de ratones tubb4aD249N y tubb4aN414K han sido
desarrollados mediante ingenieria genética para recapitular mutaciones especificas
asociadas con la H-ABC en humanos. El modelo tubb4aD249N, que presenta una
mutacion en la posicion 249 (Asp249Asn), muestra hipomielinizacion, pérdida de
neuronas en el estriado y en el cerebelo, y déficits motores progresivos. Sin
embargo, este modelo tiene una expectativa de vida extremadamente corta, con
una supervivencia maxima de 35 a 40 dias postnatales, lo que limita su utilidad para

estudios a largo plazo (Sase et al., 2020).

De manera similar, el modelo tubb4aN414K, que presenta una mutacién en la
posicion 414 (Asn414Lys), desarrolla hipomielinizacion severa y degeneracion
progresiva de las neuronas granulares del cerebelo, y aunque este modelo muestra
una progresiéon mas lenta que el tubb4aD249N, los ratones homocigotos mueren

alrededor de las 7 semanas de edad (Fertuzinhos et al., 2022).

A pesar de que los modelos de ratones son utiles para estudiar los efectos
especificos de mutaciones puntuales en tubb4a, su corta expectativa de vida impide
el conocimiento detallado de la progresidon de su enfermedad, a diferencia de la rata
taiep de la cual su progresion esta bien caracterizada y no requiere de cuidados
especiales. Por lo tanto, la rata faiep sigue siendo un modelo ideal para la
investigacion de la H-ABC, especialmente en el contexto de estudios longitudinales

y terapéuticos, como es el caso de esta tesis.

Como se menciond anteriormente, la rata taiep muestra alteraciones motoras que
afectan diversas funciones, incluido el patron de la marcha. La primera anomalia
caracterizada del mutante de tubulinas que afecta su conducta locomotora es el

temblor, reportado por Holmgren y colaboradores desde 1989 (véase Figura 10).
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Figura 10. Registro del temblor de la rata taiep a diferentes edades. A) Rata
Sprague-Dawley normal a los 45 dias de nacida. B), C) y D) Ratas taiep macho a
las edades de 30, 60 y 9 dias de edad, respectivamente. Los principales picos de
temblor fueron a 14.2 Hz al primer mes de edad, a los 60 dias se obtienen dos picos,
el primero a 6.5 y un armonico a 11.5 Hz, y a los 90 dias un pico de tan solo 6 Hz
(Modificado de Holmgren et al., 1989).

Una de las caracteristicas mas notables de la marcha de la rata taiep es su lentitud
en comparacion con las ratas Sprague-Dawley (SD) desde el primer mes de vida
volviéndose mas pronunciada con la edad de los animales (Alata et al., 2021; Rocha
Reyna, 2013).
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Figura 11. Velocidad promedio por edad de las ratas taiep respecto de las
Sprague-Dawley. EI M. en C. Rocha reporté una disminucién estadisticamente
significativa en la velocidad promedio de las ratas taiep respecto a las ratas SD, y
esta disminucion se incrementa progresivamente con la edad de los animales
(Modificado de Rocha Reyna, 2013).

Rocha también caracterizé otros elementos de la marcha en la rata faiep en
comparacion con ratas Sprague-Dawley, encontrando una disminucién en la
longitud de zancada, aumento del ancho de la base de soporte, fragmentacién de
la fase de apoyo, aumento en la fase de apoyo y la fase de balanceo de las cuatro
extremidades y una disminucion de la cadencia y la coordinacion de la marcha
(Rocha Reyna, 2013).

También en nuestro laboratorio, Juan Carlos Ahumada en el afio 2020, evalud el
efecto de la administracion de agentes dopaminérgicos o serotoninérgicos en el
patron de la marcha de las ratas taiep. Ahumada obtuvo resultados que indicaron
un beneficio en la locomocion de la rata taiep con la administracion de pramipexol,
8-OH-DPAT o quipazina ( véase Figura 12; Ahumada Juarez, 2020);.
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Figura 12. Efectos de los agonistas serotoninérgicos o dopaminérgicos en el
patron de la marcha en ratas taiep macho adultas. El analisis del patron de la
marcha muestra qué parametros pueden disminuir (flechas rojas) o aumentar
(flechas verdes) o mantenerse sin cambios respecto a las ratas taiep control,
posterior a la inyeccion de cada uno de los farmacos probados (Modificado de
Ahumada Juarez, 2020)

Otro de los parametros que han sido evaluados en la rata taiep respecto al patron
de la marcha, es el numero de ciclos completos de pasos, con el que se encontrd
una disminucion significativa entre los 21 a 90 dias postnatales (DPN) (Ahumada
Juarez, 2020; Alata et al., 2021). Adicionalmente, la duracién del patron de pasos
aumenta significativamente con la edad de los sujetos y es importante destacar que
el indice de regularidad, que es una medida de la coordinacion entre las cuatro
extremidades, disminuye significativamente (Ahumada Juarez, 2020; Alata et al.,
2021).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las malformaciones del desarrollo cortical debido a alteraciones en los microtubulos
pueden causar una morbilidad significativa a cualquier edad, pero la apariciéon mas
comun de los sintomas varia desde la infancia hasta la edad adulta temprana,
manifestandose como epilepsia, distonia, trastornos de la marcha, retraso en el

desarrollo, discapacidad intelectual o paralisis cerebral (Maillard et al., 2023).

Desde el primer descubrimiento del gen tubala que codifica para la tubulina
a1A (TUBA1A) en 2007 como un nuevo gen para diversas enfermedades del
neurodesarrollo (véase Tabla 1), los genes que codifican para las tubulinas alfa (a)
y beta () ahora se reconocen por su importante participacién en las malformaciones
del desarrollo cortical, y estos trastornos actualmente se denominan colectivamente

como tubulinopatias (Maillard et al., 2023).

Tabla 1. Lista de enfermedades del neurodesarrollo y sus tubulinas afectadas.

Tubulina
Enfermedad Descripcion
afectada
Agiria (lisencefalia Tubulina a1A . _
Ausencia total de giros cerebrales.
completa) Tubulina 2B
Paquigiria Tubulina 1A Giros cerebrales anormalmente
(lisencefalia parcial) | Tubulina p2B grandes y mal definidos.
Tubulina 1A
Cantidad excesiva de giros cerebrales
Polimicrogiria Tubulina 2B 5 _
pequeios y desorganizados.
Tubulina 3
Tubulina 1A
Tamanio cerebral significativamente
Microcefalia Tubulina 2B B
pequenfo.
Tubulina 5

Se muestran las alteraciones del desarrollo cortical asociadas a mutaciones en los
genes de las tubulinas, estas afectan la organizacion y el tamano de los giros
cerebrales (Breuss y Keays, 2014).
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Las tubulinopatias entran en una clasificacion de enfermedades genéticas que
afectan a la materia blanca del sistema nervioso central denominadas
leucodistrofias, de las cuales se reporté en un estudio basado en una poblacién
grande que la incidencia es de 1:7,663 nacidos vivos (Bonkowsky et al., 2010). Sin
embargo, esta determinacion dependid de su identificacidn clinica, por lo que es
probable que haya sido subestimada debido a las complicaciones que conlleva

realizar un diagndstico preciso de estas enfermedades (Bonkowsky et al., 2010).

Recientemente, Soderholm y colaboradores (2020), en bases de datos de
secuencias genomicas de leucodistrofias no especificas, reportaron una incidencia
de 1:4,733 nacidos vivos (Soderholm et al., 2020). Estos datos muestran que la
incidencia de leucodistrofias es mucho mayor, por lo que es necesario sensibilizar
a los médicos generales, neurdlogos, imagenologos de alcanzar un diagnostico

certero.

Un estudio longitudinal basado en la revision de historias clinicas de bases de datos
de diferentes hospitales y de material publicado, que se realiz6 este afio, reportd un
total de 216 pacientes con tubulinopatia asociada al gen tubb4a, de los cuales 46
presentaron la mutacion p.Asp249Asn clasica de la H-ABC. Los autores mencionan
que el diagndstico de tubulinopatias es complejo debido a que los sintomas iniciales
pueden ser sutiles o atipicos, o que conlleva a diagnosticos erroneos (Gavazzi et
al., 2025).

En el pasado, los pacientes con leucodistrofia de causa desconocida lograron un
diagndstico en menos de un 46% de los casos después de extensas pruebas
clinicas convencionales. Incluso cuando se logra un diagndstico, este toma un
promedio de 8 afios y da como resultado cargos econdémicos por pruebas a los
pacientes y aseguradoras que superan los 8,000 délares americanos en promedio
por paciente (NINDS, 2022).

Adicionalmente, existe escasa informacién de los mecanismos ultimos causales de
la enfermedad en la mayoria de las leucodistrofias de causa conocida, como es el
caso de la enfermedad H-ABC, hasta ahora se da un manejo sintomatico y, por lo
tanto, se dispone de estandares de atencién limitados para el manejo de estos
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pacientes (Vanderver, 2023). De acuerdo con informacion del Hospital Infantil de
Filadelfia en los Estados Unidos de América, el cual cuenta con un Centro de
leucodistrofia reconocido a nivel mundial, no existe una cura conocida para el H-
ABC, pero hay tratamientos disponibles para controlar sus sintomas (The Children’s
Hospital of Philadelphia, 2024). En la actualidad, sabemos que H-ABC es un defecto
de los microtubulos resultante de las mutaciones del gentubb4a que afecta
principalmente a los oligodendrocitos, con efectos secundarios sobre la glia que dan

lugar a cambios en la vaina de mielina (Hamilton et al., 2014).

Lo anterior respalda el uso de modelos experimentales animales, ya que estos
permiten aumentar el conocimiento sobre la patologia del sistema nervioso central.
Los estudios en la rata taiep como el primer modelo animal de H-ABC con una larga
expectativa de vida permitira conocer lo que la enfermedad representa y cémo

pueden darse distintas opciones terapéuticas.
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JUSTIFICACION.

Debido a la falta de tratamientos disponibles para la enfermedad H-ABC y en
general para las leucodistrofias, proponemos como un medicamento para mejorar
el patron de la marcha a la 4-aminopiridina (4-AP), un potente bloqueador no
selectivo de los canales de potasio dependientes de voltaje Kv 1.1 y Kv 1.2 (Gutman
et al., 2005). Estos canales se localizan en las regiones yuxtaparanodales del axén,
estas regiones se encuentran normalmente cubiertas por la vaina de mielina, sin
embargo, en procesos de desmielinizacion, estos canales quedan expuestos al

medio extraaxonal a lo largo del axon desmielinizado (Sinha et al., 2006).

Equibar y colaboradores (2024), con este mismo farmaco, mostraron un aumento
de la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales y redujeron sus
latencias en ratas taiep macho a los tres meses de edad, un efecto similar a los
datos obtenidos en pacientes con secciones transversales de la médula espinal
(Eguibar et al., 2024). Adicionalmente, la 4-AP aumento los episodios de ambulacién
en ratas taiep, pero no de sus desplazamientos verticales ni del numero de

episodios de temblor (Eguibar et al., 2024).

Empleando la 4-AP aplicada a modelos desmielinizantes, bloqueamos canales Kv
1.1y Kv 1.2 que normalmente estan cubiertos por mielina para reducir la fuga de la
corriente ionica a través de estos canales, prolongando su repolarizacion y
mejorando asi la formacion de potenciales de accion en los axones desmielinizados

y la funcién neurolégica motora (European Medicines Agency, 2020).
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HIPOTESIS.

H1:

La administracion sistémica del bloqueador de canales de potasio 4-

aminopiridina, en la rata taiep mejorara los parametros de la marcha.

OBIJETIVO GENERAL.

>

Evaluar el efecto que tiene la administracion sistémica de 4-aminopiridina

en el patron de la marcha de la rata taiep.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

>

Determinar los siguientes parametros de la marcha en ratas taiep macho de
90 + 2 dias postnatales (DPN), antes y después de la administracion de 4-
AP: duracién de la fase de soporte y la fase de balanceo en extremidades
anteriores y posteriores, la longitud de la zancada en extremidades anteriores
y posteriores, la cadencia de la marcha, la velocidad y la coordinacion de las
extremidades.

Evaluar los efectos que tiene la administracion sistémica de 1, 1.5y 2 mg/Kg
de 4-AP en los parametros de la marcha de la rata taiep.

Determinar los parametros de la marcha en ratas Sprague-Dawley antes y
después de la administracion de 4-AP.

Evaluar los efectos de la administracion sistémica de 2 mg/Kg de 4-AP en la
marcha de ratas Sprague-Dawley machos de tres meses de edad.
Comparar los parametros de la marcha obtenidos de las ratas taiep entre si
y con los de las ratas Sprague-Dawley.

Proponer una dosis 6ptima de 4-AP en funcién de la mejora de los

parametros de la marcha sin efectos secundarios evidentes.
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METODOLOGIA.

1. Animales.

Los animales emlpeados fueron ocho ratas taiep macho de tres meses de edad para
cada uno de los diferentes grupos de dosis de 4-AP, 1, 1.5y 2 mg/Kg, y seis ratas
Sprague-Dawley (SD) macho de tres meses de edad para la administracion de 2
mg/Kg de 4-AP, obtenidas del Bioterio de Investigacion del Laboratorio
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Se mantuvieron en un cuarto con un
ciclo luz-oscuridad 12:12 con encendido de la luz a las 1900 horas, en condiciones
ambientales controladas 22 + 2°C y humedad relativa de 40-60%. Se colocaron de
2 a 3 ratas por jaula de acrilico de 6 mm de grosor (32 cm x 47 cm x 20 cm), con
libre acceso a agua purificada Ciel™ (Coca Cola Co., México) y alimento
balanceado para roedores (Purina Mills, EUA). Los procedimientos descritos se
realizaron conforme a las leyes y cddigos 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 Estados Unidos de América para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (85-23, revisado en 1985). El protocolo de investigacién ha
sido aprobado en el CICUAL-BUAP No 000225.

2. Droga.

Se utilizé 4-aminopiridina obtenida del laboratorio Tocris Bioscience (Bristol, Reino
Unido) a dosis de 1, 1.5 y 2 mg/Kg por via intraperitoneal, diluido en agua estéril

para uso inyectable (Laboratorios PiSA, México).
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3. Analisis del patrén de la marcha.

La marcha se registr6 mediante el equipo tipo pasarela CatWalk™ (Noldus
Technologies, Paises Bajos). Se analizaron las fases de balanceo, fases de soporte,
y longitud de la zancada de las extremidades anteriores y posteriores, asi como la

coordinacion, cadencia y velocidad de la marcha.

Para obtener un patron de pasos regular, todos los animales se entrenaron tres
veces al dia a las en la fase oscura durante siete dias seguidos antes de comenzar
los registros de la marcha. Con el fin de que las ratas aprendieran la conducta de
atravesar la pasarela sin detenerse. Se adapto6 al CatWalk una caja de recompensa
(8 cm x 24.5 cm x 15 cm) para promover el paso hasta el final de la pasarela donde
a la rata se le proporcioné un cereal Froot Loops™ (Kellogg's, México) como un

reforzador positivo.

Se analizaron los datos de los parametros del patron de la marcha mediante el
programa de computo CatWalk™ version 9.1 bajo el sistema operativo Windows 10

Home y se almacenaron en un servidor modelo Dell Precision T3500.

4. Analisis estadistico.

Se utilizé el programa Sigma-Plot version 14.5 y dado que los resultados obtenidos
no siguieron una distribucién normal, se compararon los grupos con el analisis de
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de Dunn. La

significancia se fijo de P<0.05.
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RESULTADOS.

Los resultados experimentales obtenidos se expresan como la media * el error
estandar de la media (EEM). A todos los grupos se les realizé un registro control, el

cual sirvié como referencia para la comparacién de los resultados experimentales.

Se registro el patron de la marcha de ocho ratas taiep machos de 90 + 2 DPN en
cada grupo con cada dosis evaluada: 1, 1.5 y 2 mg/Kg de 4-aminopiridina (4-AP).
Asimismo, se registraron seis ratas Sprague-Dawley con la dosis de 2 mg/Kg de 4-

AP y su respectivo control.

En el andlisis de la duracion de la fase de soporte, obtuvimos resultados
significativos al disminuir su duracion en las ratas taiep que recibieron 4-AP, la cual
tiene su mayor efecto con la dosis de 2 mg/Kg (véase Figura 13); mientras que, en
el caso de las ratas Sprague-Dawley, la 4-AP produjo un aumento de la duracion

como se muestra en la Figura 14.
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Figura 13. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de soporte de
las extremidades anteriores de las ratas taiep macho adultas. La administracién
de 4-AP con las tres dosis disminuy6 significativamente la duracién de la fase de
soporte de las extremidades anteriores, siendo la dosis de 2 mg/Kg la que generé
una mayor disminucién respecto al grupo control (Kruskal-Wallis, H = 27.092, gl =
3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=3.3, **P<0.01; q=3.36, **P<0.01;
g=4.4, ***P<0.001).
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Figura 14. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de soporte de
las extremidades anteriores en las ratas Sprague-Dawley. La administracion de
2 mg/Kg de 4-AP aument6 de manera significativa la duracién de la fase de soporte
de las extremidades anteriores en las ratas Sprague-Dawley respecto a sus
controles (t de Student, t = -6.26, gl = 50, ***P<0.001).
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La Figura 15 muestra los cambios obtenidos en la duracion de la fase de soporte de
las extremidades posteriores tras la administracion de 4-AP. Los datos indican una
diferencia significativa en las ratas taiep, respecto a su control, cuando se administro
la dosis de 1 mg/Kg. Por otra parte, en las ratas Sprague-Dawley se obtuvo el efecto

contrario, un aumento en la duracion de esta fase (véase Figura 16).
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Figura 15. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de soporte de
las extremidades posteriores de las ratas taiep. La administracion de 4-AP a la
dosis de 1 mg/Kg en ratas taiep macho de tres meses de edad disminuye
significativamente la duracién de la fase de soporte de las extremidades posteriores
respecto a sus controles (Kruskal-Wallis, H = 44.91, gl = 3, P<0.001, seguido de la
prueba de Dunn, q=5.74, ***P<0.001). Pero no tuvo efectos significativos con las

otras dos dosis probadas.
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Figura 16. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de soporte de
las extremidades posteriores de las ratas Sprague-Dawley. Al administrar 4-AP
a la dosis de 2 mg/Kg aumenta de manera significativa la duracién de la fase de
soporte en las extremidades posteriores de las ratas Sprague-Dawley respecto a su
control (t de Student, t = -4.36, gl = 49.99, ***P<0.001).

La duracion de la fase de balanceo de las extremidades anteriores disminuyo
significativamente con la 4-AP en las ratas taiep, independientemente de la dosis
que se les administr6, como se observa en la Figura 17. Esto no sucedié con el
grupo de las ratas Sprague-Dawley, ya que no se obtuvieron diferencias
significativas respecto al grupo control (véase Figura 18).
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Figura 17. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de balanceo
de las extremidades anteriores de las ratas taiep. La administracion de 4-AP
disminuye significativamente la duracion de la fase de balanceo de las extremidades
anteriores respecto al grupo control (Kruskal-Wallis, H = 127.86, gl = 3, P<0.001,
seguido de la prueba de Dunn, g=9, ***P<0.001; g9=9.1, ***P<0.001; q=6.45,
***P<0.001).
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Figura 18. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de balanceo
de las extremidades anteriores de las ratas Sprague-Dawley. No se obtuvieron
diferencias significativas entre las ratas control Sprague-Dawley y las que fueron
administradas con 2 mg/Kg de 4-AP (t de Student, t = 0.94, gl = 50, P = 0.35).

Las ratas faiep a las que se les administrd 4-AP, con cualesquiera de las dosis
probadas, también disminuyeron la duracién de la fase de balanceo de las
extremidades posteriores respecto a su grupo control (véase Figura 19); mientras
que, en las ratas Sprague-Dawley no se obtuvo ningun cambio significativo con la
administracion de 4-AP en la duracién de esta fase respecto a sus controles (véase
Figura 20).
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Figura 19. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de balanceo

de las extremidades posteriores de las ratas taiep. La administracion de 4-AP

disminuye significativamente la duracién de la fase de balanceo de las extremidades

posteriores de las ratas taiep respecto del grupo control (Kruskal-Wallis, H = 48.36,
gl = 3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, gq=4.03, ***P<0.001; gq=4.9,

***P<0.001; g=5.88, ***P<0.001).
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Figura 20. Efecto de la 4-aminopiridina en la duracién de la fase de balanceo
de las extremidades posteriores de las ratas Sprague-Dawley. La administracion
de 2 mg/Kg de 4-AP en ratas Sprague-Dawley no produjo cambios significativos en
la duracion de la fase de balanceo de las extremidades posteriores respecto a su
grupo control.

Al evaluar la longitud de la zancada de las extremidades anteriores obtuvimos una
disminucion significativa de este parametro con las dosis de 1y 1.5 mg/Kg de 4-AP
en ratas taiep respecto de sus controles (véase Figura 21). De igual forma, en el
grupo de ratas Sprague-Dawley se obtuvo una disminucion significativa de la
longitud de la zancada al inyectar 2 mg/Kg de 4-AP y compararla con su grupo

control (véase Figura 22).
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Figura 21. Efecto de la 4-aminopiridina en la longitud de zancada de las
extremidades anteriores de las ratas taiep. La administracion de 4-AP con las
dosis de 1y 1.5 mg/Kg en ratas taiep, disminuye significativamente la longitud de la
zancada de las extremidades anteriores respecto del control (Kruskal-Wallis, H =
36.37, gl = 3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=4.68, ***P<0.001; g=3.09,

*P=0.012), pero no con la dosis de 2 mg/Kg (véase barra rosa).
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Figura 22. Efecto de la 4-aminopiridina en la longitud de zancada de las
extremidades anteriores de las ratas Sprague-Dawley. La administracion de 2
mg/Kg de 4-AP disminuye de manera significativa la longitud de la zancada en las
extremidades anteriores de las ratas Sprague-Dawley (t de Student, t = 4.64, gl =
49.97, ***P<0.001).

En la Figura 23 se muestran los efectos de la 4-AP sobre la longitud de zancada de
las extremidades posteriores de las ratas taiep, en las que se obtuvo una
disminucién significativa de la longitud respecto a sus controles con la dosis de 1
mg/Kg de 4-AP. En las ratas Sprague-Dawley también se obtuvo una disminucién
significativa en la longitud de la zancada con la administracion de 4-AP en
comparacion con sus respectivos controles (véase Figura 24).
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Figura 23. Efecto de la 4-aminopiridina en la longitud de zancada de las
extremidades posteriores de las ratas taiep. La administracion de 4-AP a la dosis
de 1 mg/Kg en ratas taiep, disminuye significativamente la longitud de la zancada
de las extremidades posteriores respecto a sus controles (Kruskal-Wallis, H = 36.42,
gl = 3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=5.49, ***P<0.001).
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Figura 24. Efecto de la 4-aminopiridina en la longitud de zancada de las
extremidades posteriores de las ratas Sprague-Dawley. La administracion de 2
mg/Kg de 4-AP disminuye de manera significativa la longitud de la zancada en las
extremidades posteriores en las ratas Sprague-Dawley (t de Student, t = 4.34, gl =
49.09, ***P<0.001).

En la evaluacion de la coordinacion entre las extremidades en las ratas taiep, con
la administracién de 4-AP a las dosis de 1.5 y 2 mg/Kg obtuvimos un incremento
significativo en el indice de regularidad de la marcha respecto a su grupo control
(véase Figura 25). Mientras que, en las ratas Sprague-Dawley no se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas tras administrar 4-AP (véase Figura 26).
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Coordinacién de las extremidades en las ratas taiep
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Figura 25. Efecto de la 4-aminopiridina en la coordinacién de las extremidades
de las ratas taiep. La administracion de 4-AP con las dosis de 1.5 y 2 mg/Kg
aumentan de manera significativa el indice de regularidad respecto al grupo control
(Kruskal-Wallis, H = 27042, gl = 3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn, q=3.51,
**P=0.003; q=4.83, ***P<0.001, respectivamente).
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Figura 26. Efecto de la 4-aminopiridina en la coordinacién de las extremidades
de las ratas Sprague-Dawley. No se encontraron diferencias significativas entre el
indice de regularidad en las ratas Sprague-Dawley que recibieron 2 mg/Kg de 4-AP

y en las ratas del grupo control.

La velocidad del patron de la marcha de las ratas taiep a las que se les administré
una dosis de 2 mg/Kg de 4-AP incrementé de manera significativa respecto a su
grupo control (véase Figura 27); mientras que, las ratas Sprague-Dawley que
recibieron 2 mg/Kg de 4-AP disminuyeron significativamente su velocidad al

compararlas con sus respectivos controles (véase Figura 28).
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Velocidad de la marcha en las ratas taiep
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Figura 27. Efecto de la 4-aminopiridina en la velocidad del patrén de la marcha
de las ratas taiep. La administracion de 4-AP con la dosis de 2 mg/Kg en ratas taiep
aumenta significativamente la velocidad del patron de la marcha respecto sus
controles (Kruskal-Wallis, H = 20.44, gl = 3, P<0.001, seguido de la prueba de Dunn,
g=3.79, ***P<0.001).
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Figura 28. Efecto de la 4-aminopiridina en la velocidad del patréon de la marcha
de las ratas Sprague-Dawley. En las ratas Sprague-Dawley, la administracion de
2 mg/Kg de 4-AP disminuye de manera significativa la velocidad de la marcha
respecto de sus controles (t de Student, t = 3.69, gl = 23.69, **P=0.001).

La cadencia del patron de la marcha también fue evaluada y obtuvimos un aumento
significativo en el numero de pasos por minuto con la administracion de 1 mg/Kg de
4-AP en ratas taiep respecto de la cadencia desplegada por sus respectivos
controles (véase Figura 29). En el grupo de ratas Sprague-Dawley obtuvimos una
disminucion significativa de la cadencia del patron de la marcha al comparar con su

grupo control (véase Figura 30).
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Figura 29. Efecto de la 4-aminopiridina en la cadencia de la marcha de las ratas
taiep. La administracion de 4-AP a la dosis de 1 mg/Kg en ratas taiep, aumenta
significativamente la cadencia del patron de la marcha respecto del grupo control
(Kruskal-Wallis, H = 17.5, gl = 3, P<0.001; seguido de la prueba de Dunn, q=3.91,

***P<0.01), pero no con las otras dosis probadas.
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Figura 30. Efecto de la 4-aminopiridina en la cadencia de la marcha de las ratas
Sprague-Dawley. La administracién de 2 mg/Kg de 4-AP en ratas Sprague-Dawley
disminuye de manera significativa la cadencia del patron de la marcha respecto de
sus respectivos controles (t de Student, t = 3.07, gl = 23.01, **P=0.005).

A continuacion, se muestra la grafica polar de cdmo se modifican los diferentes
parametros del patron de la marcha tras la administracion de 4-aminopiridina en las
ratas taiep y en las ratas Sprague-Dawley (véase Figura 31); asi como la
significancia estadistica obtenida de los cambios en los parametros del patron de la
marcha (véase Figura 32). Note que el efecto de la 4-AP en algunos parametros del
patrén de la marcha es similar con las diferentes dosis probadas y pueden variar en

el nivel de significancia estadistica.
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Figura 31. Efectos en los parametros del patron de la marcha tras la
administracion de 4-aminopiridina en las ratas taiep y en las ratas Sprague-
Dawley. La administracion de 4-AP en las ratas taiep o en las Sprague-Dawley tiene
efectos dependientes de la dosis. FSEA, Fase de soporte de las extremidades
anteriores; FSEP, fase de soporte de las extremidades posteriores; FBEA, fase de
balanceo de las extremidades anteriores; FBEP, fase de balanceo de las
extremidades posteriores; LZEA, longitud de zancada de las extremidades

anteriores; LZEP, longitud de zancada de las extremidades posteriores.
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Figura 32. Niveles de significancia estadistica de los efectos en los parametros
del patréon de la marcha tras la administracién de 4-aminopiridina en las ratas
taiep y en las ratas Sprague-Dawley. Cada barra corresponde a un parametro del
patron de la marcha y se divide en cuatro segmentos marcados por circulos
punteados de diferentes colores, donde cada circulo encierra la significancia
estadistica correspondiente a una de las dosis administradas de 4-AP, y el valor de
la significancia se muestra por el color de cada segmento. FSEA, Fase de soporte
de las extremidades anteriores; FSEP, fase de soporte de las extremidades
posteriores; FBEA, fase de balanceo de las extremidades anteriores; FBEP, fase de
balanceo de las extremidades posteriores; LZEA, longitud de zancada de las
extremidades anteriores; LZEP, longitud de zancada de las extremidades

posteriores.

La Figura 31 muestra como cambia cada parametro de la marcha en funcién de la
dosis administrada de 4-AP en las ratas taiep y en las Sprague-Dawley. Su utilidad
radica en visualizar tendencias generales como aumentos o disminuciones en los

parametros dependientes de la dosis administrada de 4-AP, y esta figura resume los
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efectos relevantes del tratamiento, facilitando la interpretacion general de los

resultados.

Aunque todos los cambios reportados en la Figura 31 son significativos, la Figura
32 muestra los niveles de significancia de cada uno, permitiendo visualizar los
efectos que fueron mas robustos para priorizar los hallazgos mas consistentes y

reconocer la magnitud del impacto de las diferentes dosis evaluadas de 4-AP.

Con solo las ultimas dos graficas de esta investigacién (véase Figuras 31 y 32)
podemos resumir de manera efectiva todos los resultados obtenidos, ya que
permiten visualizar claramente los efectos de las diferentes dosis de 4-aminopiridina
en los parametros del patron de la marcha de las ratas taiep y las Sprague-Dawley,
y facilitan la comprension de los cambios observados destacando la significancia

estadistica de cada uno de ellos.
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DISCUSION.

La rata taiep es el primer modelo animal con una larga expectativa de vida de la
leucodistrofia en humanos denominada hipomielinizacion con atrofia de los ganglios
basales y cerebelo (Cortés et al., 2005; Eguibar et al., 2021). Las coincidencias en
los signos imagenoldgicos y genéticos hacen que este modelo sea ideal para la
investigacion de nuevas opciones terapéuticas para las enfermedades de la mielina
(Alata et al., 2021; Eguibar et al., 2024; Garduno-Robles et al., 2020; Lépez Juarez
et al., 2021).

En este trabajo de tesis propusimos a la 4-aminopiridina (4-AP) como un farmaco
capaz de mejorar la transmision de los impulsos nerviosos en la rata taiep debido a
su principal efecto, que es el de bloquear a los canales de potasio del tipo Kv 1.1y
Kv 1.2, que se localizan en su mayoria en la region yuxtaparanodal de los axones

en diferentes areas del cerebro (Kostadinova y Danchev, 2019).

Se ha mostrado en trabajos previos que este farmaco tiene la capacidad de
restaurar parcialmente las respuestas locomotoras en pacientes con esclerosis
multiple y en otras enfermedades que afectan a la mielina, como es la lesion de la
médula espinal (Fujihara y Miyoshi, 1998; Paredes-Cruz et al., 2022). Ademas, es
capaz de mejorar los potenciales provocados somatosensoriales en este biomodelo

animal que utilizamos para este trabajo, la rata taiep (Eguibar et al., 2024).

También, la 4-AP ha sido estudiada como un posible modulador de la
neurotransmision en diversas enfermedades neuroldgicas, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer (Andreani, 2000). Su mecanismo de accion como
bloqueador de los canales de potasio le permite prolongar la duracion del potencial
de accion en las neuronas, facilitando la liberacién de neurotransmisores como la
acetilcolina, y dado que la disminucion del tono colinérgico es una caracteristica
clave en la fisiopatologia del Alzheimer, se han explorado estrategias terapéuticas

enfocadas a mejorar la transmision colinérgica (Andreani, 2000; Singh et al., 2018).
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Al evaluar los efectos de la 4-AP con diferentes dosis en la rata taiep se obtuvieron
resultados significativos en todos los parametros evaluados del patrén de la marcha,
como son la duracion de las fases de soporte y de balanceo de las extremidades
anteriores y de las posteriores, la longitud de la zancada de las extremidades
anteriores y de las posteriores, asi como la coordinacion, la cadencia y la velocidad
de la marcha. También se obtuvieron diferencias significativas en las ratas Sprague-

Dawley a pesar de no ser un modelo con alteracion en el patrén de la marcha.

La disminucién de la duracién de la fase de soporte de las extremidades anteriores
y posteriores obtenidas tras la administracion de 4-AP sugieren que la rata taiep
tiene un mayor equilibrio, ya que disminuye el tiempo que el animal pasa en contacto
con la superficie, y se ha reportado que un aumento en la duracion de esta fase se
relaciona con alteraciones en el patron locomotor (Cucarian et al., 2017), lo que
concuerda con lo obtenido en los controles de la rata taiep, que presentan una
duracion de la fase de soporte aumentada en comparacién con ratas Sprague-
Dawley controles. Por lo tanto, la disminucion en este parametro deberia mejorar el

desplazamiento horizontal (véase Figuras 13y 15).

La administracion de 4-AP en modelos animales mielinizados, a pesar de
encontrarse los canales Kv 1.1 y Kv 1.2 cubiertos por la mielina, pueden tener
efectos sobre la excitabilidad neuronal (Bostock et al., 1981), como ya se ha
mencionado, la 4-AP es capaz de aumentar la liberacion de neurotransmisores, lo
cual puede resultar en un aumento del tono muscular o rigidez (Jensen et al., 2014),
provocando asi que se prolongue el tiempo en la fase de soporte de las ratas

Sprague-Dawley (véase Figuras 14 y 16).

La disminucion de la duracion de las fases de balanceo en las extremidades
anteriores y posteriores de las ratas taiep (véase Figuras 17 y 19) produce una
mejoria en el patron de la marcha debido a que en modelos de lesion espinal o
desmielinizantes, como es la rata taiep, se presenta un aumento de la duracién de
esta fase (Ahumada Juarez, 2020; Cucarian et al., 2017); por lo que al disminuir

este parametro y tomando en cuenta que no hubo cambios significativos en la
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cadencia o en la velocidad del patron de la marcha, podemos asumir que es un

efecto que favorece un patron de la marcha mas estable y robusto.

Respecto a la longitud de zancada solo se vi¢ disminuida con la dosis de 1 mg/Kg
de 4-AP (véase Figuras 21 y 23), pero con las dosis mas altas ya no se obtuvieron
diferencias significativas, probablemente por un efecto de saturacién de los canales
de potasio. La disminucion de la longitud de la zancada se ha relacionado con una
alteracién del patron de la marcha debido a que pasos mas cortos generan mayor
estabilidad y seguridad al caminar (Ahumada Juarez, 2020; Dietz y Colombo, 2004),
por lo que la 4-AP con las dosis altas no afecta la estabilidad del patron de la marcha

ya que sus pasos son mas estables.

En las ratas Sprague-Dawley se obtuvo una disminucién de la longitud de la
zancada en las extremidades tras la administraciéon de 2 mg/Kg de 4-AP (véase
Figuras 22 y 24), que se puede deber al aumento de la fase de soporte, ya que las
ratas compensan con pasos mas cortos para tener una mayor estabilidad de los
pasos sucesivos, y de igual forma, un aumento en la excitabilidad neuronal puede
provocar una desregulacion de los circuitos inhibitorios y excitatorios de la médula
espinal, reduciendo de esta forma la amplitud de los movimientos (Smith et al.,
2000).

La coordinacién entre las cuatro extremidades es uno de los parametros mas
importantes para el patron de la marcha de la rata taiep, ya que éste se encuentra
estrechamente relacionado con la organizacion y la coordinacién de los pasos
sucesivos que son el reflejo de como operan los generadores centrales de patrones.
La coordinacion se evalué mediante el indice de regularidad, el cual se obtiene de
la suma de patrones normales que tiene una rata durante su paso a través de la
pasarela y se correlaciona con el numero total de pasos dados en la plataforma de
120 cm de largo. El valor de este indice en ratas normales es cercano a 100 (Noldus,
2011).

Tras la administracion de 4-AP se produjo un aumento del valor del indice de
regularidad desde 25.39 hasta 45.45 con la dosis mas alta de 4-AP (véase Figura

25). Estos hallazgos muestran que la 4-AP mejora la neurotransmision sinaptica

65



debido a que los circuitos de coordinacion motora a nivel cervical y lumbar, como
los generadores centrales de patrones, dependen de una comunicacion neuronal
eficiente para realizar la marcha de una manera ritmica y alternante (Nashmi y
Fehlings, 2001).

La velocidad de desplazamiento de la rata faiep solo tras la administracion de 2
mg/Kg de 4-AP logramos un aumento significativo en la velocidad de
desplazamiento pasando desde una velocidad promedio de 15 cm/s hasta alcanzar
22.8 cm/s (véase Figura 27). Esto puede relacionarse con la mejoria del patron de
la marcha y del equilibrio del sujeto, ya que no obtuvimos un aumento en la longitud
de la zancada, pero si una mejora de la coordinacion, lo que favorece que la
secuencia de pasos sea mas fluida, por lo que la rata taiep puede moverse de
manera mas rapida y adaptarse mejor al cambio de pasos necesarios para

aumentar su velocidad de desplazamiento.

En las ratas Sprague-Dawley se obtuvo una disminucion significativa de la velocidad
de la marcha (véase Figura 28), este es un resultado esperado si consideramos que
la longitud de la zancada y la cadencia del paso disminuyen, ya que un menor
numero de pasos y de menor longitud producen de manera concomitante un

descenso de la velocidad.

La cadencia del patron de la marcha en la rata taiep solo aumenté significativamente
con la dosis mas baja de 4-AP de 1 mg/Kg (véase Figura 29). Al correlacionar este
parametro con la disminucion significativa en la longitud de zancada y la falta de
mejora en la coordinacion con esta dosis, podemos sugerir que las ratas taiep
experimentan una menor estabilidad en la locomocion; por lo que una dosis baja de
4-AP podria generar un efecto parcial e insuficiente para mejorar la sincronizacion
motora de los circuitos neuronales de la médula espinal, el tallo cerebral y los
ganglios basales, dando como resultado un patrén de la marcha compensatorio
caracterizado por pasos mas cortos y mas frecuentes, lo que explicaria el aumento

en la cadencia.

Se debe destacar que los mejores resultados se obtuvieron con la dosis mas alta
de 4-AP, seguramente debido a que se alcanzoé la saturacién sobre los canales de
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potasio y el consecuente incremento en la liberacion de neurotransmisores
(Kostadinova y Danchev, 2019), lo cual es consistente con el mecanismo de accién
conocido de la 4-AP, que al bloquear los canales de potasio, retrasa la repolarizacion
de la membrana neuronal prolongando la duracién del potencial de accion y
concomitantemente facilita una mayor liberacion de neurotransmisores en las

terminales sinapticas neuromusculares (Kostadinova y Danchev, 2019).

Adicionalmente, la propagacion del potencial de accion a lo largo del axéon y sus
ramificaciones depende criticamente del factor de seguridad, un concepto que
describe la capacidad del axon para transmitir sefales eléctricas de manera
confiable (Smith, 1980). En las ramificaciones axonales, donde el diametro del axén
se reduce y la resistencia eléctrica aumenta, el factor de seguridad puede disminuir,
lo cual pone en riesgo la propagacion del potencial de accion en los axones hijos,
por lo tanto, los canales de potasio se vuelven cruciales ya que una apertura
excesiva o prematura de estos canales puede hiperpolarizar la membrana y
dificultar la propagacion del potencial de accion (Smith, 1980). Dado que la 4-AP lo

prolonga, facilita la transmision de impulsos nerviosos.

Esto sugiere que la 4-AP es una opcidén terapéutica viable en condiciones donde la
transmision sinaptica y la propagacion del potencial de accion en los axones estan
comprometidas, como es el caso de las lesiones de la médula espinal o en
alteraciones de la mielina genéticas como las leucodistrofias, o las adquiridas por

trauma, o las inmunoldgicas como es el caso de la esclerosis multiple.

Sin embargo, es importante tomar en cuenta que la dosis de 2 mg/Kg de 4-AP se
encuentra en los limites de las dosis terapéuticas, ya que se han reportado efectos
adversos a dosis mas altas. De hecho, la 4-AP es capaz de bloquear otro tipo de
canales de potasio que no solo se expresan en el sistema nervioso, sino que
podriamos afectar otros sistemas y provocar la presentacion de efectos
secundarios, como es el bloqueo del tracto urogenital, la distencién vesical y la
dilatacién de la pelvis renal (European Medicines Agency, 2011; Gutman et al.,
2005).
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Estos resultados se suman a los resultados positivos obtenidos previamente con la
4-aminopiridina, pero es necesario realizar mas estudios adicionales y pruebas para
lograr el objetivo de mejorar el patrén de la marcha en todos sus parametros, ya que
los canales de potasio Kv 1.1 y Kv 1.2 que estamos bloqueando con la 4-AP, solo
se expresan en ciertas regiones del sistema nervioso central (Lorincz y Nusser,
2008; Robbins y Tempel, 2012). Se debe considerar que tanto en la rata taiep, en
todas las leucodistrofias y en especifico en la H-ABC, se tienen afectaciones
diversas en distintas areas del sistema nervioso central (Eguibar et al., 2021;
Maillard et al., 2023), lo que puede explicar que la 4-AP no mejore de igual forma
todos los circuitos involucrados en la locomocion y podrian existir zonas que no
mejoren al administrar este farmaco, como es el tronco encefalico o la corteza

motora, que son esenciales para lograr un patrén de la marcha estable.

Dicho esto, los hallazgos obtenidos en esta investigacion abren la posibilidad de
explorar combinaciones terapéuticas que potencien los efectos de la 4-AP o
complementen sus mecanismos de accion para obtener mejores resultados. Por
ejemplo, en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor se
estan llevando a cabo experimentos usando diversos agonistas dopaminérgicos de
la familia D2 como la apomorfina, el pramipexol y el quinpirol que mejoran también

algunos parametros de la marcha (Ahumada-Juarez, 2025).

Estos resultados son relevantes ya que desde hace varias décadas se sabe que en
distintas preparaciones para evaluar la locomocién, como es el gato descerebrado
y la médula espinal de ratas o ratones neonatos, la administracion de dopamina
induce locomocién ficticia (Grillner y Zangger, 1979; Kiehn y Kjaerulff, 1996; Jiang
et al., 1999). Incluso esta amina biogénica induce ritmo de nado en la lamprea o el
pez cebra (Poon, 1980; Irons et al,. 2012). Estos hallazgos se han llevado a estudios
clinicos usando una mezcla de L-dopamina, carbidopa y buspirona, denominada
Spinalon™ por el grupo canadiense liderado por Guertin, los cuales han mostrado

que mejora la marcha en pacientes con lesion medular (Guertin, 2017).

Con base en estos resultados, son las terapias combinadas las que tienen mejores

efectos sobre el patron locomotor en pacientes con lesion en la médula espinal. Este
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tipo de aproximacion con mezclas de farmacos es una opcién que queremos
explorar en experimentos futuros que incluyan la combinacién de farmacos con
4-AP.

Es fundamental sefialar que la marcha es el resultado de un proceso complejo que
involucra una serie de aferencias y eferencias, reguladas por multiples areas del
sistema nervioso, como son la corteza motora, los ganglios basales, el cerebelo, el
tronco encefalico y la médula espinal (Takakusaki, 2013). Por lo tanto, cualquier
intento de mejorar el patron de la marcha requiere una investigacion exhaustiva para
analizar nuevas opciones terapéuticas, no solo orientadas a optimizar el patron de
la marcha, sino también a mejorar la calidad de vida de los individuos afectados con

leucodistrofias o con otras alteraciones de la mielina.
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CONCLUSIONES.

1)

La 4-AP mostré6 mejora de diferentes parametros del patrén de la marcha
como es la duracién de la fase de soporte en las extremidades anteriores, la
duracion de la fase de balanceo en las extremidades, la coordinacion y la
velocidad de la marcha.

Con la dosis de 2 mg/Kg se obtuvieron los mejores resultados en las pruebas
realizadas.

Nuestros resultados muestran que la 4-AP es una droga que puede ser
utilizada para mejorar el patron de la marcha de las ratas taiep.

Este trabajo respalda que la 4-AP podria ser una opcion terapéutica en
pacientes con enfermedad H-ABC o pacientes con enfermedades
desmielinizantes como las leucodistrofias, o adquiridas como son los traumas

o autoinmunes como la esclerosis multiple.
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