Instituto de
Fisiologia

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

INSTITUTO DE FISIOLOGIA

Estudio de la cinética de la corriente de GABA en
neuronas del nucleo estriado en el raton C57BL/6
tratado con el acido 3-nitropropiéonico como modelo de

la enfermedad de Huntington.

TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TiTULO DE MAESTRIA
EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

Presenta:
Licenciada en Biomedicina
JEANETTE ANGELICA GARZON VAZQUEZ
Directores de Tesis:

Dr. Jorge Luis Valente Flores Hernandez

Dra. Alicia Elizabeth Hernandez Echegaray

FEBRERO DEL 2016



iNDICE

1. LISTADE ABREVIATURAS ....oooooiiteteeee ettt teeae st sss s snasnessnans 4
2. INTRODUGCCION ......cooiiicieeeteeteee ettt n s aen e snenen 5
2.1 LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON ....ocoooiiiieieteeeeeeieseeieee s nas s snenen 5
2LLETIOLOGIA ...ttt sttt 5
2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON ......cocovvvvnieinieieisierees 7
2.3 NEUROPATOLOGIA DE LOS GANGLIOS BASALES EN LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON ..ottt sttt sttt s st sen s e s senee s enen 10
2.3. 1 GANGLIOS BASALES ..ot n st st neenen 14
2.4 NUCLEO ESTRIADO........cooiiieiriiieeiieieeseeseses s sissessenesses st ses s s senes s st nesses s ss s seneanen 15
241 RECEPTORES DE GABA .......oooiieieeeteeeeee e en s n st tan st enenen 18
2.4.2 RECEPTORES IONOTROPICOS ..o ssssss s ssssssssss s sensens 18
2.5 MODELO ANIMAL DE ACIDO 3-NITROPROPIONICO (3-NP) COMO MODELO DE LA
ENFERMEDAD DE HUNTINGTON .....ooiviiiieiesesesesssssesess ettt ses s ssnsennen 21
2.5.1 ALTERACIONES GENERADAS POR LA ADMINISTRACION DE 3-NP.......cc.coovvrvenn. 23
3. JUSTIFICACION ..ottt n et nen s enen 27
A, HIPOTESIS oottt sttt sttt snens 28
5. OBJIETIVOS ....ooooteteeeteeeee ettt sttt sttt n ettt 29
5.1 OBJETIVO GENERAL ....o.oooviieieeeeee et ees e enasss st st s st ss st ssnen s 29
5.2 OBJETIVOS PARTICULARES......coooiieieeeeeeseeeeesesssessesssse s sssesss s s s s s 29
6. METODOLOGIA ..ottt ettt 30
6.1 PROTOCOLO DE DISOCIACION. .....ooveeieeereeeeeesesesssessessee s sesss st 30
6.2 TECNICA DE PATCH-CLAMP EN MODALIDAD DE CELULA COMPLETA................. 31
6.3 APLICACION DE FARMACOS .......coeieeeeeeieeeeeriesesisssieseessseses s sessenesssssnessn s senennen 32
6.4 PROTOCOLOS ELECTROFISIOLOGICOS. ......ovieivreieeeirieesieseveeeseevesenssesenessenesnensenennen 33
6.5 ESQUEMA DE TRABAJO ......covivieeeeeieeeeeeee s esesss s n s s senensn s snennen 36
6.6 ANALISIS ESTADISTICO......ooiiiiieieiieeeeeeeeee e esesss s sae s ses s ssn s nenen 37
7. RESULTADOS ..ottt sttt 38
7.1 ESTADO ESTACIONARIO (EE) / PICO DE CORRIENTE ......c.coovveveeersrersseniesnenrenienion, 41
7.2 TIEMPO AL PICO ..ot ssnse st 42
7.3 CONSTANTE DE TIEMPO DE DESENSIBILIZACION (TAU).......coviiireeeeersreeersienenen 43
7.4 REGISTRO DE LAS CORRIENTES ACTIVADAS POR GABA (IGABA) ... vevveeveerrerrrinnen 45
7.5 RECUPERACION DE LA IGABA . ot ievreieeseereiresesisseseesissssesissssesessssesessssssessssasessessssessenennen 49
7.6 POTENCIAL DE EQUILIBRIO DE LA IGABA ---vreererreerereinessisinsssissssssisssesssenssessessssessenses 51

7.7 CINETICA DE LA CORRIENTE GENERADA POR GABA AL COAPLICAR
ANTAGONISTAS ESPECIFICOS A LAS SUBUNIDADES DEL RECEPTOR.........cccoeiveininnn 52



8. DISCUSION DE RESULTADOS .......coiiriiiiiiiieieisssessssss s
9. CONCLUSIONES ...t s

10. REFERENCIAS
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2. INTRODUCCION
2.1 LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

2.1.1 ETIOLOGIA

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo autosémico
dominante (Wexler y col., 1987), producido por una mutacién localizada en el gen
gue codifica la proteina llamada huntingtina (htt) (HDRG, 1993). EI médico George
Huntington (1850-1916), realizo las primeras observaciones sobre la sintomatologia
y el caracter hereditario de la enfermedad, la cual puede presentarse hacia la cuarta
década de la vida, y la expectativa de vida oscila entre 15-20 afios desde la aparicion
de la enfermedad (Ambrose, 1994), no obstante existen formas juveniles de la

enfermedad cuyo prondstico es peor y la esperanza de vida menor.

La incidencia es de 5 a 7 casos por cada 100.000 habitantes en paises occidentales.
En general, la sintomatologia de la enfermedad de Huntington consta de
alteraciones motoras, cognitivas y trastornos psiquiatricos asociados (Walker,
2007). Los sintomas motores suelen presentarse en dos fases: Una primera fase
hipercinética caracterizada por la corea, y una segunda fase hipocinética
caracterizada por la rigidez y la distonia (Berardelli y cols., 1999). La corea
corresponde a movimientos involuntarios bruscos y no estereotipados que se
presentan de forma continua durante horas, no pueden ser suprimidos
voluntariamente y empeoran con el estrés. Los movimientos involuntarios suelen
presentarse en las extremidades, pero también se presentan en el tronco y en el
cuello, conjuntamente con trastornos oculomotores (Van Vugt y cols., 2001). La
corea esta presente durante un corto periodo de tiempo en la mayoria de los casos
y luego es sustituida por rigidez muscular. Los trastornos cognitivos y psiquiatricos
son tan dramaticos como las alteraciones motoras y generalmente consisten en una
demencia subcortical que incluye cambios afectivos, del humor y de la personalidad,
asi como problemas para integrar nuevos conocimientos (Naarding y cols., 2001).

Se presentan también trastornos del humor, los cuales van desde la ansiedad e
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irritabilidad, hasta periodos de depresion muy acentuados (Lovestone y cols., 1996).
Por otra parte, los pacientes pueden sufrir procesos maniacos y alucinaciones
(Haddad y Cununings, 1997; Rosenblatt y Leroi, 2000).

La mutacion responsable de la EH consiste en una expansion en el extremo 5” del
gen IT15 que codifica la proteina huntingtina (htt), dicha mutacion se halla en el
exon-1 y se caracteriza por una elongacion aberrante de tripletes de nucledtidos
CAG que codifica para glutamina, induciendo asi una cola de poliglutaminas (poliQ)
(HDRG, 1993; Gusellay cols., 1993).

En individuos normales, los tripletes CAG no superan los 35, en cambio, cuando se
repiten 40 veces o mas, se produce la enfermedad. La severidad de la
sintomatologia se asocia directamente con el nUmero de repeticiones que existan
(Snell 'y cols., 1993).

La htt es una proteina de expresidn ubicua, se expresa principalmente en los
testiculos y en el sistema nervioso central (SNC). Dentro del cerebro, se expresa
mayoritariamente en la corteza cerebral, hipocampo y el nicleo estriado (DiFiglia y
cols., 1995, 1997; Li y cols., 1993), localizandose tanto en neuronas como en

neuroglia (Shin y cols., 2005).

La htt se encuentra principalmente en el citoplasma pero también se puede ubicar
en el nucleo (Hoogeveen y cols., 1993; Kegel y cols., 2005). Se ha encontrado
asociada con mitocondrias, membrana citoplasmatica y endosomas (DiFigliay cols.,
1995; Trottier y cols., 1995), asi como al citoesqueleto del soma, dendritas y axones
(DiFiglia y cols., 1995; Sapp y cols., 1997; Sharp y cols., 1995). Su amplia
distribucion e interacciones sugieren que esta involucrada en diversas funciones
como en la trascripciéon génica (Cha y cols., 2000), en el desarrollo normal del
cerebro (Auerbach y cols., 2001), funciones mitocondriales (Browne y cols., 1997),

en el trafico intracelular (Gauthier y cols., 2004), en la modulacion de la
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excitotoxicidad (Fan y Raymond, 2007) y en la regulacion de la funcion trofica
(Alberchy cols., 2004) entre otras. Por otra parte, se ha demostrado que la htt ejerce
una funcidon antiapoptotica en células estriatales sometidas al &cido 3-
nitropropiodnico (Rigamonti y cols., 2001) y su sobreexpresion protege las neuronas
estriatales contra la lesion inducida por aminoacidos excitadores (Leavitt y cols.,
2006).

2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Se han identificado numerosos mecanismos potencialmente implicados en la
fisiopatologia, como: la excitotoxicidad, la falta del soporte neurotrofico, la alteracion
del metabolismo energético y las alteraciones transcripcionales. Estos mecanismos,
lejos de ser mutuamente excluyentes, se postula que pueden interactuar
conjuntamente, permitiendo explicar parcialmente la selectiva degeneracion de las
neuronas estriatales GABAérgicas que se observa en la EH. De esta manera, los
modelos murinos han constituido un excelente escenario para la investigacion de
los mecanismos fisiopatologicos asociados al desarrollo y la selectividad de la
patologia de la EH (Walker, 2007).

Las neuronas de proyeccién espinosas medianas (MSN) se degeneran
selectivamente mientras que las interneuronas de 6xido nitrico sintasa-positivo-
neuronal (NNOS-IN) sobreviven. En neuronas de ratones R6 /2, tanto para MSN y
NNOS-IN, se observé un aumento de varios mMRNAs en la poblacion nNOS-IN,
incluida la subunidad del receptor NMDA NR2D, la proteina postsinaptica densidad
95 (PSD-95) y la proteina huntingtina asociada a 1 (HAP1), asi como 0xido nitrico-
sintasa (NNOS). Los niveles altos de expresién de estas moléculas en nNOS-IN
cuando se comparan con MSN sugieren que estas proteinas pueden estar
implicadas en las vias de proteccion que contribuyen a la resistencia de la poblacion

de interneuronas en la neurodegeneracion de la EH (Zucker y cols., 2004). También
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se ha observado en ratones transgénicos, que las interneuronas grandes estriatales
no espinosas (LAN) sobreviven. Se ha observado la pérdida de subunidades del
canal de K* por lo que se despolarizan las neuronas y otros canales dependientes
de voltaje se ven afectados. La fosforilacion por AMP ciclico de los receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) se ha propuesto como un mecanismo que contribuye a
la vulnerabilidad excitotoxica en las neuronas de proyeccion estriatales al perder la
regulacion del potencial después de la disminucion de canales de K*. Subunidades
NR1 mostraron un aumento significativo en las MSN pero se expresaron en niveles
muy bajos en LAN. La fosforilacion de la subunidad NR1 por AMP ciclico también
aumento en las neuronas de proyeccion del cuerpo estriado, pero no en LAN. La
fosforilacion de los receptores NMDA aumenta el tiempo de canal abierto y eleva la
capacidad de respuesta de glutamato neuronal, que puede conducir a la
excitotoxicidad. Por lo que se sugiere que los cambios en estas proteinas y su
modificacion pueden predisponer a las neuronas de proyeccion del cuerpo estriado
a una disfuncién y a la degeneracion en la EH y proporcionar un mecanismo para la

resistencia de LAN en la enfermedad (Ariano y cols. 2005)

Se ha sugerido que la neurodegeneracion selectiva de la EH sea producto de la
pérdida de todas o algunas de las funciones de la htt, pero también se ha visto que
en la htt poliglutaminada, la longitud de la expansién de glutamina se correlaciona
con la gravedad de la sintomatologia debido a que el niumero de tripletes CAG es
inversamente proporcional a la edad de inicio de los sintomas (Walker, 2007), lo
que hace pensar que dicha enfermedad se debe a una ganancia de funcién con un
efecto téxico que aumenta con el numero de glutaminas que lleva la proteina. Dada
esta amplia variedad de funciones en que la htt esta implicada, el estudio de la
neuropatologia de la EH es altamente complejo. Esto supone que la identificacion
de los procesos alterados por la huntingtina poliglutaminada en las primeras etapas
de la enfermedad es de interés primordial para la subsiguiente propuesta de
estrategias terapéuticas. Un déficit bioenergético se presenta antes del inicio de los

sintomas, lo que indica que una disfuncion mitocondrial puede ser un iniciador
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importante de la patogénesis. El deterioro de la bioenergética mitocondrial puede
ser debido a la funcion de la huntingtina poliglutaminada en la regulacion de factores
de transcripcion que son requeridos para la transcripcién de genes mitocondriales.
Por ejemplo, se ha demostrado que la mhtt reprime la expresion de PGC-1a, un co-
activador transcripcional de genes implicados en la biogénesis mitocondrial, el

metabolismo, y la estructura de la membrana (Lane y cols., 2015).

La disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo son factores criticos en el desarrollo
y la progresion de EH. Se ha observado que los agregados de mhtt parecen
interactuar con Drpl (Proteina relacionada con la dinamina-1), para aumentar la
actividad enzimatica GTPasa Drpl, que incrementa la fragmentacién mitocondrial,
lo que conduce a una distribucion anormal mitocondrial, provocando un dafio
neuronal. Lo que sugieren que la dinamica mitocondrial anormal y transporte axonal
defectuoso de mitocondrias también son mecanismos en la patogénesis de EH
(Reddy y Shirendeb, 2012).

Los factores relacionados con el funcionamiento mitocondrial parecen la base de la
vulnerabilidad selectiva de las células del cuerpo estriado (Saft y cols., 2005; Seong
y cols., 2005); por ejemplo, las alteraciones en la fosforilacién oxidativa (Pickrell y
cols., 2011). Estudios post mortem en tejido cerebral de pacientes con EH,
mostraron disminucion de la actividad en los complejos I, lll y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial (Gu y cols., 1996). Ademas, los modelos animales de la EH
muestran disfuncion mitocondrial (Browne vy cols., 1997); por ejemplo; la
administracion sistémica de toxinas o inhibidores mitocondriales genera patologia y
trastornos del movimiento del cuerpo estriado tales como corea y distonia, que se
asemeja a la EH (Ludolph vy cols., 1991; Browne, 2008). La ingestion accidental del
inhibidor mitocondrial irreversible, acido 3-nitropropiénico (3-NP) causa la
degeneracion estriatal y el fenotipo de la EH. Por otra parte, la administraciéon
sistémica de 3-NP causa pérdida de células del cuerpo estriado y alteraciones del

movimiento en ratas (Beal y cols., 1993) y primates (Palfi y cols.,1996; Dautry y
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cols., 2000). La mhtt genera disfuncion mitocondrial en EH (Grunewald y Beal 1999)
y se reduce la generacion de ATP (Seong vy cols., 2005) que también altera los
niveles de Ca?* (Reddy vy cols., 2009) y el trafico mitocondrial (Li y cols., 2010).
Por lo tanto, independientemente de si los impactos de la mhtt en la mitocondrias
sean directos o secundarios, las repercusiones de la disfuncion mitocondrial afectan
a las células y puede ser la base de las afectaciones en numerosos procesos
celulares, resultando en la patogénesis de la EH. Por lo tanto, la identificacion de
los cambios en el complejo Il de la cadena respiratoria en cerebros post mortem de
la EH llevo al uso de inhibidores del complejo mitocondrial 1l para generar modelos
de toxicidad que reproducen aspectos de la patologia estriatal de la EH in vivo. Por
lo tanto, los estudios sobre toxinas mitocondriales son relevantes e importantes para
la comprension de los defectos en el metabolismo celular y el déficit bioenergético
de la EH.

Como se ha comentado anteriormente, la EH se caracteriza, a nivel histopatologico,
por una neurodegeneracion severa del nucleo estriado, debido a la muerte selectiva
de las neuronas de proyeccion GABAérgicas principales llamadas MSNs (del inglés
Medium Spiny Neurons) (DiFiglia y cols., 1997; Vonsattel y cols., 1995). Sin
embargo, las diversas interneuronas existentes en el nucleo estriado resultan
mucho menos afectadas (Graveland y cols., 1985; Beal y cols., 1990; Ferrante y
cols., 1987).

2.3 NEUROPATOLOGIA DE LOS GANGLIOS BASALES EN LA ENFERMEDAD
DE HUNTINGTON

La neuropatologia al ser selectiva, durante el transcurso de la enfermedad se dafian
principalmente estructuras subcorticales como los ganglios basales, de los cuales
los mas afectados son los nucleos caudado y putamen que pertenecen al nucleo
estriado (Fig.1), dando como resultado un aumento relativo del volumen de los

ventriculos cerebrales (Vonsattel y cols., 1995).

10



Normal Huntington

Corteza

Ventriculo

Caudado

Putamen

Figura 1. Neuropatologia de la enfermedad de Huntington. Secciones coronales de los cerebros
de una persona sana (izquierda) y de un paciente con enfermedad de Huntington (derecha). Se
observa la atrofia del ndcleo caudado y putamen. También se puede apreciar el aumento de volumen

de los ventriculos cerebrales y la atrofia de la corteza cerebral.

En pacientes que padecen la EH, los hallazgos histopatoldgicos mas
representativos en el nucleo son tres: 1) Pérdida neuronal selectiva, 2) gliosis y 3)
agregados intracelulares (DiFiglia y cols., 1997; Vonsattel y cols., 1995).

Nos centraremos en la patologia de los ganglios basales debido a que son las
regiones cerebrales mas afectadas, por lo que es imperativo conocer sus funciones,
y definir la circuiteria de los ganglios basales para una mayor comprension de las

alteraciones descritas.

El origen del movimiento parte de la corteza, la cual tiene conexiones
glutamatérgicas con el nucleo estriado; en la via directa formada por neuronas
espinosas medianas (MSN) de naturaleza GABAérgica y que al establecer sinapsis
con el globo palido interno y la sustancia nigra reticulada los inhiben, estas
estructuras de proyeccion también GABAérgica inhiben a su vez a los nucleos
talamicos, pero al estar inhibidas por las MSNs, los nucleos talamicos activan a la
corteza motora suplementaria, la cual remite la orden del movimiento a la corteza
motora primaria, finalmente de la corteza se envia la orden a las motoneuronas de

la médula espinal para que se ejecute el movimiento (Figura 2,A).
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La via indirecta produce el efecto contrario, es decir, tiende a inhibir los
movimientos. Las MSN de la via indirecta del nucleo estriado establecen
conexiones inhibitorias con el GPe cuyas neuronas también son inhibitorias (cuya
accion es tonica) disminuyendo la inhibicion hacia el nucleo subtalamico
(Glutamatérgico) el cual, a su vez excita al GPi y SNr (GABAérgicas) quienes
inhiben al tAlamo y no estimula a la corteza produciendo asi la inhibicion motora

(revisado en Purves, 2007), (Figura 2, B).

A) Via Directa corteza B) Via Indirecta = Corteza Corteza
+ Transitorio
Transitorio Corteza *1 Transitorio
Transitorio Transiteric + | Transitorio
Sustancia Negra Caudado, Sustancia Negra Caudado,
—) t + | Transitorio
L + 7 I Parte Compacta | - " Putamen Télamo VA, VL
-lTransitorio Talamo VA, VL i - - l Transitorio
-A Globo Gloho Palido “ | Ténico
Globo Palido Palido Interno,
Interno, Externo ia Negra
b -
Sustancia Negra o Parte Reticula
Parte Reticula Tenico i
- +
Transitorio

+ Nucleo
-’ Subtalamico
Tonico

Figura 2. Conectividad funcional de los ganglios basales para el control motor. A) Via directa.
B) Via indirecta. (Modificado de Cardinalli, 2007)

A nivel del control motor, las lesiones en los ganglios basales pueden producir
sintomas tanto hipercinéticos como hipocinéticos (Galvan y Wichmann, 2007). Esta
aparente contradiccion funcional sugiere que los ganglios basales constan de dos
vias distintas; la directa (excitadora) y la indirecta (inhibidora), como se mencioné
anteriormente (Alexander y Crutcher, 1990).

Los sintomas motores suelen presentarse en dos etapas: la etapa temprana de la
EH es hipercinética caracterizada por la corea, la cual corresponde a movimientos
bruscos y descontrolados no estereotipados, principalmente en extremidades (Van
Vugty cols., 2001). La etapa tardia de la enfermedad es hipocinética, caracterizada

por la pérdida de la capacidad para generar movimiento, rigidez y distonia
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(Berardelli, 1999). Esto permitié postular que la via principalmente afectada es la

indirecta ya que existe pérdida de inhibicion del movimiento, a la que mas tarde se

afadiria la degeneracion de la via directa que provoca la pérdida de excitacion o

produccion del movimiento (Figura 3).
A)

Normal

Direct Indirect
pathway pathway
faciltates inhibits
P, MOVement movement
) ]
y 8 |
(¥ 1
\ 1
\ % I
1 !
From v Putamen

a
Thalamus

Pedunculo

pontine

nucleus
=

Spinal
corg

Enfermedad de Huntington

Thalamus

Pedunculo
pontine
nucleus
-

Spinal
cord

B)

Exitacién
Sobrexitacion
Inhibicion
Aumento de
inhibicion

%, Putamen

Figura 3. Circuiteria de los ganglios basales. A) Circuito normal B). Circuito anormal de los

ganglios basales, se presenta una degeneracién principalmente en el caudado y putamen

(blanco) (Modificada de Kandel y cols., 2000).
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2.3.1 GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales son una red interconectada de nucleos subcorticales
importantes para la seleccion de una accion, aprendizaje motor y cognicion (Lerner
y Kreitzer, 2011; Bar-Gad y Hagai, 2001). Tienen diversas funciones que van desde
el control del movimiento, procesos de atencion, percepcién visual y aprendizaje
(Browne y cols., 1997; Walker y cols., 2007). Los cuatro nucleos principales de los
ganglios basales son: 1) el ndcleo estriado, 2) el globo palido con sus segmentos
interno (GPI) y externo (GPe), 3) el nacleo subtalamico (NST) y 4) la sustancia negra
dividida en parte reticulada (SNr) y compacta (SNc) (Figura 4) (Ramalingam, 2010).
De éstos, el nucleo estriado es el de mayor tamafio y constituye la via de entrada al
circuito de los ganglios basales, mientras que el GPi y la SNr son los ndcleos de
sadlida (Miller, 2007). Estas estructuras y sus conexiones estan asociadas,
fundamentalmente, con los movimientos, facilitAndolos o inhibiéndolos mediante
dos vias (Albin y cols., 1989).

Corpus
callosum

‘3 Caudate nucleus

Lateral - = | £
ventricle ' A~ N A=
N ) —/ S~ AL_ Putamen

Thalamus

Globus pallidus:
External segment | Basal
Internal segment [ ganglia

Internal
capsule

Subthalamic

Claustrum nucleus

Amygdala Substantia nigra

Figurad. Localizacién anatémica de los ganglios basales (Modificada de Kandel, 2000).
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2.4 NUCLEO ESTRIADO

El nucleo estriado por su heterogeneidad se puede clasificar de diferentes maneras
para facilitar su estudio (Nakano y cols., 2000). Anatbmicamente (en mamiferos
inferiores) puede ser dividido en EST ventral; el cual participa primordialmente en
funciones limbicas, y EST dorsal, cuya funcién estéd involucrada con funciones
motoras. También es una estructura heterogénea en cuanto a los tipos neuronales
que lo conforman (Tabla 1). El tipo celular mas abundante, es la neurona de
proyeccion espinosa mediana (MSN) representan aproximadamente del 90-98% del
total de neuronas estriatales (Graveland y cols., 1985). Utilizan GABA como
neurotransmisor e inervan gran cantidad de aferencias glutamatérgicas
provenientes de la corteza cerebral (via cortico-estriatal). Por lo que las neuronas
de proyeccion de este nucleo son GABAérgicas y después de su activacion, ejercen
un efecto principalmente inhibitorio por medio de sus receptores (Nakano y cols.,
2000).

Células en el nucleo estriado

Tipo de célula Porcentaje de Conexiones Receptores Referencias
Poblacion metabotropicos

Kreitzer y Malenka, 2007

Neurona MSN 49% GPi, SNr D1, M1, M4, mGIuR 1,
estriatonigral mGIuR 5
Kreitzer y Malenka, 2007
Neurona MSN 49% GPe D2, A2A, M1, mGIluR
estriatopalidal 1, mGIuR 5
Kawaguchi, 1990
Interneurona de 0.5% MSN D5

rapido disparo

Kawaguchi, 1990

Interneurona de 1.0% MSN D1
disparo subumbral
MSN, interneurona Kawaguchi, 1990
Interneurona 1.0% de réapido disparo D2, D5, M2, M4 Wilson y cols., 1990

colinérgica
Los porcentajes mostrados son datos experimentales en rata. MSN: Neurona espinosa mediana, GPi: Globo palido
interno, GPe: Globo palido externo, SNr: Sustancia negra parte reticulata, D1: receptor a dopamina tipo 1, D2: receptor
a dopamina tipo 2, D5: receptor a Dopamina tipo 5, M1: receptor musrarinico tipo 1, M2: receptor musrarinico tipo 2,
M4: receptor musrarinico tipo 4, mGIluR 1 receptor metabotropico de Glutamato tipo 1, mGIuR 5 receptor metabotropico
de Glutamato tipo 5.

Tabla 1. Tipos neuronales y su densidad poblacional en el nicleo estriado. (Modificado de Kreitzer,
2008)
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Dentro de las caracteristicas de la neurona MSN (Figura. 5), se distinguen:

El tamafo de su soma es de 10-20um.

Del soma surgen troncos dendriticos de 2—-3um de diametro.

El soma y las dendritas primarias estan usualmente libres de espinas
dendriticas.

Poseen una gran cantidad de espinas dendriticas que cubren sus dendritas.
El cuerpo celular presenta forma triangular.

La capacitancia que presentan estas neuronas es entre 2 y 8 pF en célula

disociada.

A) B)

Figura 5. A) Morfologia de una neurona espinosa mediana con tinciéon de Golgi de un ratén R6/2

(Klapstein y cols., 2001). B) Fotografia tomadas de la parte experimental de una neurona espinosa

mediana disociada del cuerpo estriado de raton C57BL/6.

También contiene una pequefa poblacion de interneuronas clasificadas en gigantes

colinérgicas y células de tamafio mediano (Kawaguchi y cols., 1990). Algunas de

las caracteristicas que definen a las neuronas gigantes colinérgicas son:
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e El cuerpo celular es alargado, de aproximadamente 50-60um de largo y
entre 15-25um de diametro.

e Representan menos del 2% de la poblacién de neuronas en el estriado.

¢ No presentan espinas en las dendritas proximales.

e En sus terminales axonicas contienen acetilcolina.

e La capacitancia es mayor de 10pF en neuronas disociadas.

A) B)

Figura 5. A) Morfologia de una neurona gigante con tinciéon de Golgi de un raton R6/2 (Klapstein y
cols., 2001). B) Fotografia tomadas de la parte experimental de una neurona espinosa mediana

disociada del cuerpo estriado de ratén C57BL/6.

Mientras que las interneuronas de tamafio mediano presentan las caracteristicas

siguientes:

e Se consideran lisas, ya que no presentan espinas en sus dendritas.

e Algunas pueden presentar varicosidades.

e Arborizaciones a nivel axonal.

e El cuerpo celular puede encontrase ya sea de forma circular o bien un poco

alargado, el tamafio de su soma varia aproximadamente entre 10—20um.
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e La capacitancia se encuentra entre un rango de 4 y 8pF en neurona

disociada.

Puesto que la neurona de nuestro interés es de proyeccibn GABAérgica, a
continuacion se describen las caracteristicas del receptor gabaérgico.

2.4.1 RECEPTORES DE GABA

El GABA ejerce su accion sobre 3 diferentes receptores para provocar la inhibicion
sinaptica. Estos receptores pueden ser divididos en 2 familias: los receptores
metabrotrépicos GABAs que actlan via segundos mensajeros y los de tipo
ionotrépico que corresponden a GABAA.

Los receptores metabotropicos GABAs constan de 2 subunidades de siete
segmentos transmembranales que activan sistemas de sefializacién a través de
segundos mensajeros via proteinas G (i/0) , tales como la inhibicion de la adenilato
ciclasa, la inhibicién de canales de Ca?* al parecer actuando sobre las corrientes
tipo P/Q y tipo N presinapticos (Bowery et al., 2002) y activacion de los canales de
K* postsinapticos dependientes de voltaje y rectificadores de entrada, por lo que se
dice que producen una respuesta mas lenta comparada con la de los receptores
ionotrépicos (Enna, 2007). Nuestro trabajo se centra en los receptores de tipo

ionotrépico por lo que es importante conocer su funcién y conformacion.

2.4.2 RECEPTORES IONOTROPICOS

Los receptores ionotropicos, GABAa, son canales ionicos permeables a CI- por lo
gue se dice que regulan la transmision fasica (Enz y cols., 1995). Pertenecen a la
familia de canales i6nicos activados por ligando (LGIC, del inglés Ligand-Gated lon
Channels). Existen 19 subunidades conocidas que componen el canal GABA: a1-6,

B1-3,y1-3,0, ¢, 0, m,yp1-3, que se pueden combinar para formar receptores GABAA
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y 3 subunidades p que contribuyen a formar los receptores GABA- p (antes GABACc)
(Olsen R y cols., 2008). Estas subunidades poseen la misma estructura: un largo
amino terminal extracelular que sirve como sitio de union de agonistas y
antagonistas; cuatro dominios transmembranales (M1-M4), y un corto carboxilo
terminal extracelular (Johnston, 2005) (Fig. 3). El domino M2 forma las paredes del
canal y la carga eléctrica del dominio determina si el canal es permeable a aniones
0 cationes. La region entre las subunidades M3 y M4 contiene una larga asa
intracelular que participa en mecanismos reguladores como fosforilacion e

interaccidn con otros constituyentes celulares (Siegel y cols., 2006).

Figura 3. Estructura esquematica del receptor ionotrépico de GABA. Izquierda: Subunidad
monomeérica cuyos segmentos transmembrana estan representados por cilindros. Derecha: arreglo
simétrico de las 5 subunidades permitiendo la formacién del poro del canal. (Modificado de Ernst y
cols., 2005)

El receptor GABAA generalmente consta de 2 subunidades a, dos subunidades 8, y
una subunidad y (Chang y cols., 1996) y la estequiometria mas abundante en el
SNC es la combinacion alB2y2.
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Los receptores GABAAa poseen distintos ligandos con propiedades farmacoldgicas
distintas (Tabla 1).

Subunidades Agonistas Antagonistas Moduladores Blogueadores
al-6 Isoguvacina Barbitaricos Picrotoxina
Receptor B1-3 Muscimol Bicuculina Benzodiacepinas Zn?*
GABAA y1-3 THIP Esteroides TBPS
0,60, TACA Etanol

Tabla 1. Ligandos del receptor GABAa (Modificado de Celso y cols., 2011).

El receptor GABA-p es una subclase de los receptores GABAa compuesto por la
subunidad p (rho), se expresa en distintas areas del cerebro, como hipocampo,
cerebelo y amigdala lateral (Rozzo y cols., 2002; Alakuijala y cols., 2005; Cunha y
cols., 2010), en contraste con otros receptores GABAA, el receptor de GABAa-p tiene
principalmente alta expresion en la retina (Olsen y cols., 2008). Existe evidencia
experimental que sugiere que los receptores GABAa-p son blancos terapéuticos
potenciales para el tratamiento de miopia (Stone y cols., 2003), ansiedad (Cunha
y cols., 2010), memoria (Chebib y cols., 2009) y trastornos del suefio (Arnaud y
cols., 2001). Hay tres caracteristicas funcionales distintivas que son Unicas para el
receptor GABAa-p: tiempo prolongado de apertura del canal, baja conductividad y
baja tasa de desensibilizacion. El tiempo medio del canal abierto oscila entre 150 y
200 ms, que es mas de cinco veces que de las otras subunidades del receptor
GABAA (Chebib M, 2004). Subunidades p han sido caracterizadas en el cuerpo
estriado, donde se encuentran en neuronas espinosas, no espinosas y astrocitos.
Puede contribuir a la respuesta sinaptica y extrasinaptica de GABA. Su sensibilidad
es a baja concentraciones de GABA (baja micromolar- alta nanomolar) y su
conductancia prolongada debido a poco o nada de desensibilizacion es
especialmente adecuada para la inhibicion extrasinaptica (Martinez-Delgado y cols.,

2010; Rosas-Arellano y cols., 2012).
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AUn no esta claro como las MSN del cuerpo estriado, las neuronas mas vulnerables
en la EH, mantienen su funcién durante décadas a pesar de la expresion cronica de
la huntingtina mutante (mhtt), para estudiar las afectaciones o cambios que pueden
tener dichas células en los receptores de GABA, utilizamos un modelo murino que
imita los dafios a nivel mitocondrial provocando un déficit bionergético en las MSN
del neoestriado.

2.5 MODELO ANIMAL DE ACIDO 3-NITROPROPIONICO (3-NP) COMO MODELO
DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

El mecanismo primario que subyace la toxicidad estriatal con 3-NP es la inhibicién
selectiva de la actividad de complejo Il de la cadena respiratoria, es decir, de la
enzima succinato deshidrogenasa (SDH), que se encuentra constantemente
reducida en el nucleo estriado de pacientes con EH (Beal y cols., 1993). El 3-NP es
una toxina natural, sintetizada por hongos (Aspergillus flavus; Astragalus,
Arthrinium) y plantas (Indigofera endecapylla); cruza la barrera hematoencefalica y
por lo tanto, se puede administrar sistémicamente. A pesar de que el 3-NP, un
metabolito del 3-nitropropanol, fue descrito por primera vez en los nifios chinos que
habian comido azucar contaminada, fue identificado por primera vez un par de afios
antes, después del masivo envenenamiento de ganado en los Estados Unidos,
estos animales, después de haber sido envenenados con cultivos de leguminosas
infectados, mostraron diferentes alteraciones motoras que evolucionaron hacia la
descoordinacién y la paralisis. Como se menciond anteriormente, 3-NP es una
toxina que inhibe irreversiblemente la enzima SDH, que a su vez esta presente en
la cara interna de la membrana mitocondrial y es responsable de la oxidacion de
succinato a fumarato. La inhibicion de esta enzima conduce invariablemente a la
muerte neuronal en los nucleos caudado y el putamen, lo que provocé distonia
grave en los nifios (Ludolph y cols., 1991). Por lo tanto, la administracion sistémica
del 3-NP puede ser considerada como una via quimica y farmacoldgica en la que

trastornos mitocondriales y degenerativos estan implicados en el deterioro del
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metabolismo energético. A pesar de que la EH no puede ser considerada como un
trastorno mitocondrial como tal, el fenotipo neurodegenerativo de EH, es decir, la
degeneracion del caudado-putamen con déficit motor y cognitivo, pueden ser, en
cierta medida, mimetizado utilizando la administracion cronica de 3-NP. Es
importante destacar que, el 3-NP produce la disfuncion mitocondrial, que se
sospecha ocurre en el curso temprano de la EH y ha sido observado en modelos
transgénicos de la enfermedad (Koroshetz y cols., 1997; Jenkins y cols., 1998;

Sawa y cols., 1999; Panov y cols., 2002).

La muerte celular provocada por el tratamiento 3-NP depende de como se
administra la toxina: aplicaciones intraparenquimatosas inducen caracteristicas
similares a las lesiones isquémicas mientras que el tratamiento intraperitoneal
induce la degeneracidén estriatal, que se asemeja mas al fenotipo de la EH
(Borlongan y cols., 1997a). La duracion del tratamiento y la dosis del 3-NP también
influye en el efecto fisioldgico; el tratamiento agudo de una sola dosis via i.p. induce
la degeneracion estriatal dentro de 6-12 horas después de la inyeccion (Alexi y cols.,
1998; Brouillet y cols., 1999). El tratamiento sub-crénico consiste en inyecciones
repetidas intraperitonealmente que llevan a la degeneracion estriatal en pocos dias
(Beal y cols., 1993; Schulz y cols., 1996; Guyot y cols., 1997). Tratamientos crénicos
(de més de 5 dias hasta 4 semanas) con la administracion sistémica continua de 3-
NP también produjeron degeneracion estriatal. Se ha diseflado un plan de
administracion de dosis bajas de concentracion subcronica de 3-NP (15 mg/ kg, ip)
durante un periodo (5 dias) en ratones C57BL / 6, que se sabe que son mas
resistentes a la toxicidad del 3-NP; esta ventaja permiti6 observar cambios
histopatolégicos que imitan a los encontrados en los proceso inicial de la
enfermedad (Rodriguez y cols., 2010), ademas de alteraciones motoras como
discinesias orofaciales y el comportamiento de abrazadera (Hernandez-
Echeagaray, 2011). Los ratones tratados a baja concentracion de dosis del 3-NP
muestran hiperactividad motora, evaluada en pruebas de campo abierto, por lo que

sintomas hipercinéticos se exhiben en la etapa inicial del dafio estriatal en los
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animales tratados con 3-NP, mientras que el fenotipo hipocinético se desarrolla mas
tarde durante el deterioro estriatal (Borlongan y cols., 1997b). El comportamiento y
similitudes anatomicas encontradas entre EH y modelos que utilizan el 3-NP en
ratas y primates concuerdan con los sintomas observados en las distintas etapas
de la enfermedad. Por lo que se han identificado dos tipos de factores importantes
que inducen la neurodegeneracion en las MSNs. Los primeros son factores internos
los cuales tienen papeles directos en la muerte celular, tales como quinasas c-Jun
N-terminal y calpainas activadas por calcio. Los segundos son factores externos,
tales como glutamato, dopamina y adenosina, que modulan la degeneracion
estriatal inducida por 3-NP. Por lo que dichos factores apoyan la hipétesis de que el
3-NP y la htt poliglutaminada tienen ciertos mecanismos de toxicidad en comun, lo
qgue sugiere que el uso de 3-NP podria dar nuevos conocimientos sobre la
patogénesis de la EH. La investigacion sobre el 3-NP proporciona una prueba mas
de que el entorno neuroquimico de una neurona dada puede determinar su
vulnerabilidad preferencial en las enfermedades neurodegenerativas (Brouillet y
cols., 2005).

La inhibicion de SDH por el 3-NP produce una reduccién del ATP necesario para el
mantenimiento de los canales idnicos y deteriora la capacidad de las neuronas para
mantener un potencial de membrana en reposo fisiolégicamente relevante. La
pérdida del potencial de membrana provoca la liberacion de magnesio que bloquea
los receptores de NMDA vy facilita la activacion del receptor NMDA por medio de
glutamato, lo que lleva a afluencia masiva de Ca2+ extracelular en el citosol,
desencadenando diversos mecanismos que provocan la muerte neuronal (Novelli y
cols., 1988; Nowak y cols., 1984).

2.5.1 ALTERACIONES GENERADAS POR LA ADMINISTRACION DE 3-NP

En ratas Wistar se utilizé una dosis de 4 umol/1 yL y de 2 pmol/1uL del 3-NP, la cual
se inyecto6 en la region ipsilateral caudado putamen (CPu), produciendo ruptura en

las crestas mitocondriales, degeneracion axonal, aumento excitatorio de vesiculas
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sinapticas y necrosis. Las concentraciones extracelulares de los aminoacidos
excitadores aumentaron, mientras que de aminoacidos inhibitorios disminuyeron.
Ademas, este estudio demostrd que la administracién de 3- NP resulta en dafio de
la CPu, con un desequilibrio del neurotransmisor en los ganglios basales, lo que
produce cambios neuroconductuales especificos en ratas en la extremidad derecha
(lado contralateral de la lesion CPu) y postura distonica del tronco, la longitud de la
zancada disminuida y posturas distonicas se observaron en estas ratas (Liu H-G y
cols, 2013).

En un estudio realizado en ratas se desarrolld6 la enfermedad de Huntington
mediante la administracion de dosis sub-cronicas de 3-NP, por via intraperitoneal,
dos veces al dia durante 17 dias. Los animales tratados con el 3-NP mostraron
deterioro en la coordinacién motora, tales como la disminucién de la longitud de la
zancada y el aumento del angulo de la marcha. Y por otro lado, la prueba de
laberinto-T reveld déficits de la cognicidon en animales tratados (Mehrotra y Sandhir,
2014)

Otro trabajo realizado en ratas revel6 que la administracion sistémica del 3-NP (10
mg / kg por via Intraperitoneal) durante 14 dias redujo significativamente el peso
corporal, la actividad locomotora y la actividad de la enzima SDH mitocondrial
también fue significativamente afectada en la region de cuerpo estriado en los

animales tratados con 3-NP (Sumathi T y cols., 2013).

Resultados similares se observaron al administrar sistémicamente el 3 -NP (25
mg/kg por via Intraperitoneal durante 4 dias consecutivos) lo que causo la pérdida
de peso corporal y los déficits neuroconductuales por el deterioro de las
extremidades posteriores, la coordinacion motora y disfuncion de la memoria.
También se encontré que la actividad de los complejos mitocondriales I, II, IV,

(ensayo MTT) disminuyo de manera significativa (Binawade y Jagtap, 2013).
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Comparacion de las alteraciones a nivel celular y motor del modelo de 3-NP

con la EH

Enfermedad de Huntington

3-NP

Sintomas
motores

Dafio celular

Alteraciones
mitocondriales

Alteraciones
moleculares

Expresion de
Neurotrofinas

» |a etapa temprana es
hipercinética caracterizada
por la corea (Van Vugty cols.,
2001). La etapa tardia de la
enfermedad es hipocinética,
caracterizada por la pérdida
de la capacidad para generar
movimiento (Berardelli,
1999).

®» Se afecta preferentemente
las MSNs, que se lleva a
cabo en la zona dorso-lateral
del putamen en los pacientes
en HD. Mientras que las
interneuronas
se conservan en el cuerpo
estriado. (Myers y cols.,
1988; Beal y cols., 1993;
Brouillet y cols., 1993)

®» | os estudios post-mortem
sobre el tejido cerebral,
muestran disminucién de la
actividad en los complejos I,
Iy IV de la cadena
respiratoria mitocondrial (Gu
y cols., 1996).

» Produccion anormal de
radicales libres (Tabrizi y
cols., 1999).

» Activacion de calpaina (Gafni
y Ellerby 2002).

®» Cambios en el citocromo c y
caspasa-9 (Kiechle y cols.,
2002).

» |a modificacion de la
sefializacion de JNK inducida
por m-HTT (Liu 1998; Garcia
y cols., 2004).

» Descenso en los niveles de
BDNF en el ndcleo estriado de
pacientes con EH respecto a sujetos
sanos (Kovalchuk y cols., 2002).

Los sintomas de hipercinesia e
hipocinesia acontecidos en las
diferentes etapas de la EH,
depende del tiempo y la dosis de
administracion (Borlongan y cols.
1997)

Cuando se administra
sistémicamente en condiciones
cronicas la degeneracion neuronal,
se limita a la zona dorso-lateral de
los caudado-putamen. En
contraste, la administracion aguda
de 3-NP produce lesiones con
pérdida celular més difusa (Blumy
cols., 2001; Pang y cols., 1997).
Conservandose lasinterneuronas
(Bealy cols., 1993; Brouillet y cols.,
1999).

3-NP inhibe de forma irreversible la
succinato deshidrogenasa (SDH;
complejo 1)} de
cadena de transporte de electrones
(Alston y cols., 1977).

Activacion de caspasas

Aumento de Calcio citosdlico.
Activa la proteasa, calpaina.
Produccion masiva de ROS
Activacion de JNK, debido a la
produccion de ROS. (Bizat y cols.,
2003b).

Después de 48 hrs de tratamiento
con 3-NP el BDNF disminuye
significativamente (Hernandez-
Echeagaray y cols., 2012).

En un estudio realizado en ratones transgénicos de la EH, se observé que las MSNs

de los ratones que no tienen la subunidad & del receptor de GABAA 16 (ratdén
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Gabrd-/-), la corriente ténica inducida por la administracion de GABA, estaba
reducida, asi como una disminucién en la supervivencia después de la induccion de
excitotoxicidad in vitro con acido quinolinico. Ademas, al inducir la corriente tonica
de GABA con muscimol, se redujo la hinchazon aguda de las neuronas del cuerpo
estriado después de la exposicion a NMDA en ratones sin la mutacion, pero no en
los ratones Gabrd-/ -. Estos datos confieren un papel importante en la inhibicién
toénica mediada por la subunidad 6 del receptor GABAA en la neuroproteccion contra
la excitotoxicidad en las MSNs del estriado. Por lo que sugieren que una mejora
selectiva de la inhibicibn GABAérgica extrasinaptica podria reducir el dafio celular

provocado por la excitotoxicidad (Santhakumar y cols., 2010).

Por otro lado, en un estudio disefiado para dilucidar el perfil comparativo
mecanicista de la gabapentina, lamotrigina y sus interacciones con moduladores
GABAérgicos contra la neurotoxicidad inducida por el 3-NP. La administracion de
acido 3-NP sistémica (10 mg/kg) durante 14 dias redujo significativamente el peso
corporal, la actividad locomotora, la fuerza de agarre, y una alteracion en las
enzimas del complejo mitocondrial (I, Il, IV). El tratamiento con gabapentina y
lamotrigina restauraron significativamente la conducta y la actividad de las enzimas
de los complejos mitocondriales en el grupo tratado en comparacion con el tratado
con el 3-NP. Ademas, el tratamiento previo con GABA (50 mg/kg) y / o muscimol
(0,05 mg/kg) potencid significativamente los efectos protectores de gabapentina y
lamotrigina que fueron significativos en comparacion con su efecto aislado (Kumar
y cols., 2012). Los resultados de dicho estudio sugirieron que un mecanismo
GABAérgico esta implicado en el efecto protector de la gabapentina y la lamotrigina
contra la neurotoxicidad inducida por el 3-NP. Lo anterior pone en evidencia la
importancia que tiene el estudio de los mecanismos GABAérgicos en las neuronas
estriatales afectadas en el curso de la EH. Nuestro trabajo se centrara en el estudio
de la cinética de la corriente de GABA en ratones tratados con el 3-NP como modelo
de la EH.
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3. JUSTIFICACION

Recientemente, se ha mostrado que la degeneracion neuronal del nucleo estriado
en pacientes que padecen la enfermedad de Huntington puede resultar de
alteraciones metabdlicas relacionadas con el estrés oxidativo y con procesos de
excitotoxicidad (Sieradzan y Mann, 2001). Debido a que la corteza cerebral
proporciona una entrada masiva glutamatérgica al estriado y a que la degeneracion
neuronal ocurre principalmente en las regiones relacionadas precisamente con las
aferentes corticales, se ha sugerido que la alteracion en los mecanismos de
liberacién de la via corticoestriatal podria desencadenar la degeneracion de las
neuronas espinosas medianas (Cepeda y cols., 2003; Hernandez-Echeagaray,
2004). El estudio de los mecanismos fisiopatologicos responsables de la mayor
vulnerabilidad de las células afectadas en la EH, conduciria al desarrollo de
estrategias terapéuticas neuroprotectoras capaces de desacelerar o detener el
proceso neurodegenerativo o incluso lograr la total remision de las manifestaciones
clinicas. Sin embargo, en la actualidad no existe un cura efectiva para la EH, por lo
gue los tratamientos van dirigidos a paliar su sintomatologia. En este orden de ideas,
la generacién de modelos animales de enfermedades neurodegenerativas ha
permitido estudiar en detalle los diversos mecanismos celulares y moleculares que
determinan la neuropatologia selectiva de estos padecimientos. Empleando el
modelo animal con el 3-NP, nos centraremos en el estudio de la cinética de la
corriente de GABA, ya que se ha propuesto como un mecanismo compensatorio de
la exitotocicidad en la EH, al aumentar la actividad sinaptica GABAérgica que se
produce en el cuerpo estriado. Ademas se han evidenciado cambios en las
subunidades del receptor de GABA en las MSNs en modelos transgénicos de la
enfermedad, por lo que es pertinente analizar las propiedades cinéticas de dicho
canal. Ya que estos cambios podrian estar involucrados en algunos de los
mecanismos implicados en la fisiopatologia y caracterizando dichos cambios poder

en un futuro establecer alguna estrategia terapéutica potencial para la EH.
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4. HIPOTESIS

La inhibicion mitocondrial altera la cinética y la farmacologia de los receptores de
GABA como resultado de cambios neuroadaptativos debido a la disfuncién

mitocondrial.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la cinética de la corriente de GABA en neuronas espinosas medianas
provenientes del raton C57BL/6 tratado con concentraciones no toxicas y
subcronicas de 3-NP in vivo como modelo farmacologico de la enfermedad de

Huntington.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Registrar y caracterizar electrofisiolégicamente la cinética de la corriente
inducida por GABA en neuronas medianas del ndcleo estriado en el raton
C57BL/6 control y el tratado con 3-NP.

1.1.Respuesta de GABA a 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1000 pM.
2. Evaluar la cinética de la corriente de GABA mediante el uso de antagonistas
especificos de las subunidades del canal en neuronas del nucleo estriado en el

ratbn C57BL/6 control y el tratado con 3-NP.

2.1.Realizar curvas dosis respuesta a GABA en presencia de antagonistas en el
ratbn C57BL/6.

2.2.Gaboxadol a una concentracion de 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM. Se une
a la subunidad & del canal de GABA.

2.3.L655, 708 a una concentracion de 3, 10, 30, 100 y 1000 nM. Se une a la
subunidad os del canal de GABA.
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6. METODOLOGIA

Se utilizaron ratones “C57BL/6” de 30 dias de edad provenientes del Bioterio
“Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla o de Harlan,
Inc México criados en la FES-I. Para inducir el modelo murino, que refleja la fase
inicial de la EH, los ratones se sometieron a un tratamiento con el acido 3-
nitropropionico (3-NP), el cual se administré 15 mg/kg de peso, diluido en 1 ml de
solucion de Buffer Fosfato (PB) por cada 20 gr de peso, via Intraperitoneal durante
5 dias. Y para el grupo control, se administré6 1 ml de solucién PB por cada 20gr de
peso. Después de que concluyé el tratamiento, se dejaron 2 dias de descanso y al

octavo dia se realizo el registro electrofisioldgico.

6.1 PROTOCOLO DE DISOCIACION.

El protocolo de disociacion que se empled ya ha sido previamente descrito por

Flores-Hernandez y cols, 2000 y 2002; el cual se describe a continuacion:

Los ratones fueron anestesiados con halotano y decapitados, los cerebros se
disecaron rapidamente y se colocaron en solucién fria de isetionato con bajo calcio
(en mM): 140 isetionato de sodio, 2 KCI, 2 MgClz, 0.1 CaClz, 23 glucosa, 15 HEPES,
a un pH de 7.4, y la osmolaridad de 300 —310mOsm/L, suplementada con (en mM):
1 4cido piravico, 0.005 glutation, 0.1 N©— nitro — L — arginina, 1 &cido kinurénico, y
fue gaseada con O2. Posteriormente se obtuvieron rebanadas coronales de 350um
con ayuda de un vibratomo (Campden) sumergidas en la misma solucion. Las
disecciones del estriado fueron limitadas a la region rostral y dorsal de la comisura

anterior para reducir la contaminacion por el globo palido.

30



Las rebanadas se mantuvieron de 1 a 6 horas a temperatura ambiente (20-22° C)
en una solucién salina balanceada de Earle (EBSS, SIGMA) amortiguada con
bicarbonato de sodio (NaHCO3) suplementada con (en mM): 1 &cido piravico, 0.005
glutation, 0.1 N© —nitro — L — arginina, 1 &cido kinurénico; burbujeada con 95% O3/
5% COz2, pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300 — 310mOsm/L.

Después de al menos 1 hora de incubacion se tomé una rebanada del ndcleo
estriado para su tratamiento enzimatico; el cual se realiza en una camara de cultivo
de 40mL con solucion salina balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) amortiguada
con HEPES burbujeada con Oz, conteniendo 0.2 mg de papaina (Calbiochem) a
35° C, durante 7 minutos. Suplementada de la misma forma que la solucion EBSS.

Transcurrido el tiempo de la digestion enzimatica, el tejido se lavé con la solucion
de isetionato y posteriormente se disocié mecanicamente con pipetas Pasteur de
diferentes calibres (pulidas con calor). La suspension de células se sembr6 en cajas
Petri de poliestireno de 35 mm (Nunclon Surface, NUNC) montadas en el
microscopio de registro. Después de 10 minutos de incubacion la suspension se
lavé con una solucién de fondo (en mM): 140 NaCl, 23 Glucosa, 15 HEPES, 2 KClI,
2 MgClz, 1 CaClz2 y 1% rojo fenol, burbujeada con Oz, pH=7.4 ajustado con NaOH,
300 — 310mOsm/L; para su posterior registro por medio de la técnica de fijacion de

voltaje.

6.2 TECNICA DE PATCH-CLAMP EN MODALIDAD DE CELULA COMPLETA.

Para el registro electrofisiologico de las corrientes inducidas por GABA en neuronas
del nucleo estriado se empled la técnica de célula completa con fijacion de voltaje.
Los electrodos de registro son estirados de tubos capilares de borosilicato tipo
Corning 8250 (WPI - 1B120F-4 Sarasota, Florida), con una resistencia de 4 — 8MQ.
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La solucion interna para registro de corrientes idnicas esta compuesta de (en mM):
175 N — metil — D -glutamina (NMDG), 40 HEPES, 2 MgClz, 10 acido etilen glicol —
bis (B —aminoetil éter) — N, N, N, N'— tetraacético (EGTA), 12 fosfocreatina, 3
Na2ATP, 0.35 NasGTP, 0.1 leupeptina, pH = 7.3 con H2SO4, 265 — 270mOsm/L.

La solucion externa se compone de (en mM): 127 NaCl, 20 CsCl, 5 BaClz, 2 CaClz,
12 glucosa, 10 HEPES, pH = 7.4 ajustada con NaOH, 300 — 305mOsm/L, y fue

suplementada segun el caso con los antagonistas de las corrientes de GABA.

Los registros se obtienen con un amplificador para fijacion de voltaje (voltage clamp)
Multiclamp 700A (Molecular Devices, Foster City, CA), controlado con el programa
pClamp Version 8, (Molecular Devices, Foster City, CA) ejecutandose en una
computadora con procesador Pentium con una interfase tipo Digidata 1322A

(Molecular Devices).

Una vez que se realiz6 la ruptura del sello, la resistencia de acceso que resulta de
la resistencia de la punta de la pipeta mas contribuciones de la membrana adherida
a consecuencia de la ruptura del sello, fue menor a 25MQ. El potencial de
mantenimiento que se empleé fue de 0 mV tomando en cuenta que la corriente
activada por GABA es mediada por cloro, cuyo potencial de equilibrio es de -80 mV,
y al mantener el potencial en continuo se inactivan corrientes de sodio y calcio. El

potasio es bloqueado por el Cs y el Ba de la solucién externa.
6.3 APLICACION DE FARMACOS

Para la induccién de corrientes activadas por ligando GABA, éste se aplicé a través
de un sistema de capilares con un angulo de 45° entre ellos y una distancia de 200
a 600um de la célula a registrar. Un capilar con la solucién externa (control) y otro
la misma solucion mas el ligando utilizado. El intercambio de solucién se realiz6 por
la apertura de valvulas solenoides (The Lee Company, Essex CO LFAA 1201718H)
comandadas por la salida digital del sistema Digidata 1322A (Molecular Devices) y
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un aparato de control fabricado en el laboratorio (Fig. 4). Los ligandos utilizados
fueron el THIP (Gaboxadol) y el L-655,708 como antagonistas.

CONTROL

(+ Antadonista)

—_—

Control GABA Control

GABA

(+ Antagonista)

Figura 4. Aplicacion de soluciones mediante capilares. Se controld la aplicacién de las
soluciones mediante valvulas solenoides, a la derecha se muestra un trazo representativo de

corriente generada por la aplicacion de GABA.

6.4 PROTOCOLOS ELECTROFISIOLOGICOS.

Los protocolos empleados para el registro electrofisioldgico fueron los siguientes:
Rampa: El protocolo es de -100mV a +40mV, con una duracién de 300 ms para

generar las corrientes de Na* y Ca?*, con el objetivo de conocer el estado funcional

de la célula.

+ 40mV
- 70mV

- 100mV
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Aplicacion del agonista: en este protocolo se fija y se mantiene el potencial de
membrana a 0 mV, la duracion de este protocolo es de 90 segundos durante los
cuales se da la aplicacion de GABA por 5 segundos.

GABA

5 segundos

-10mv 90 segundos

Con este protocolo se llevaron a cabo las condiciones experimentales que se
describen a continuacion y de igual forma para la aplicacion de antagonistas de
GABA:

Protocolo de recuperacion: El propdsito del protocolo fue estudiar la constante de
tiempo en que la corriente podia ser recuperada al 100 % después de una aplicacion
inicial. Se aplicé un pulso de prueba y después de un intervalo de tiempo que se
incrementd cada 5 segundos después del pulso inicial se di6 una segunda
aplicacién como se muestra en el esquema. El periodo de tiempo entre aplicaciones

iniciales es de 90s. Para ambos casos el potencial de mantenimiento fue de OmV.

Neurotransmisor Neurotransmisor
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Protocolo corriente vs voltaje (IV): consistio en aplicar pulsos cuadrados de
voltaje con intervalo de 20 mV y luego poner a la célula a un potencial de
mantenimiento definido de —-80mV. Durante el pulso cuadrado se aplica el
neurotransmisor de estudio durante 5 segundos. La duracion de este protocolo es

de 90 segundos.

+20 mV

-80 mV

-100 mV

Condicion control: en esta condicién experimental la célula se perfundié con la
solucién externa conducida por el capilar 1, manteniéndose el bafio con esta
solucién en todo el protocolo interrumpiéndose 5 segundos para bafiar a la célula
con una concentracion de GABA 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 , 300 y 1000 uMm
conducida por el capilar 2. El protocolo continuara y se repetird hasta obtener 3 o
4 trazos de corriente estable. Esta condicion experimental se tomara como control

y como lavado del efecto de la aplicacion de los antagonistas de GABA.

Condicion GABA + Antagonistas: en esta condicién experimental la célula se
perfundio con la solucién externa mas el antagonista y se caracterizara la respuesta
tanto en animales control como en los tratados con 3-NP, se mantendra el bafio con
esta solucion en todo el protocolo interrumpiéndose cuando se bafie la célula con
GABA y Gaboxadol o L-655,708 coaplicados. Se aplicé el GABA mas los

antagonistas 3 0 4 veces para mostrar un efecto estable.
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Solucion externa + Antagonista

GABA + Antagonista

5 segundos

~10mv 90 segundos

6.5 ESQUEMA DE TRABAJO

Modelo Animal de Protocolo de Analisis de
EH disociacion Resultados

eRatones C57BL/6 de eAnestesia con eConclusiones.
30 dias. halotano y
eTratamiento de 5 decapitacion.
dias con 15mg/kg de eCortes coronales de
peso de 3NP (IP). 350 um.

eDisociacion
enzimatica y

mecanica.
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ESQUEMA

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Como el efecto de la aplicacion de los antagonistas es la reduccion de la amplitud
del pico de la lcasa con respecto a la condicion control y lavado, se calculo el

porcentaje de reduccion aplicado la siguiente ecuacion:
%reduccion = ((JINE /((SIC + 41L)/2)) —1) *100

Donde:
0lC= densidad de corriente en la condicién control
O0lL= densidad de corriente en la condicion lavado

OINE= densidad de corriente en la condicion GABA

Los valores reportados representan la media + el error estandar de la media (EEM).
Los ajustes y gréaficas se realizaron con el programa Origin 9.1 (Microcal Software
Inc., Nort Hampton, MA). Estadisticamente se realiz6 una ANOVA de una via con

una post-prueba de Tukey p<0.05.
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7. RESULTADOS

Se registraron un total de 173 células, 150 corresponden a las neuronas espinosas
medianas y 23 a las interneuronas colinérgicas. De las MSN la mitad corresponden
al grupo control y la otra mitad al grupo experimental tratado con el 3-NP. Las
neuronas registradas presentaron una resistencia de membrana = 1GQ y una
resistencia de acceso < 25MQ. Aquellas células que no presentaron dichas

caracteristicas no fueron tomadas en cuenta en el andlisis (Fig. 1,2).

A) B)

Figura 1. Fotografias tomadas de la parte experimental de las MSN
disociadas del cuerpo estriado de ratén C57BL/6. A) Neuronas del grupo

38 control. B) Neuronas del grupo tratado con 3-NP.



Figura 2. Fotografias tomadas de la parte experimental de las interneuronas

colinérgicas disociadas del cuerpo estriado de raton C57BL/6. A) Neuronas

del grupo control. B) Neuronas del grupo tratado con el 3-NP.

Se determiné el tamafio de las células mediante la medicién de su capacitancia,
parametro electrofisiolégico de equivalencia 1puF/cm?. En el nlcleo estriado del 95
al 98% de la poblacién neuronal pertenece a las neuronas espinosas medianas cuya
capacitancia oscila de 3 a 10 pF (Kawaguchiy cols., 1990). Y solo el 1.0% pertenece
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a las interneuronas colinérgicas. El porcentaje restante pertenece a las demas

interneuronas medianas presentes en el nlcleo estriado.

A) B)
R CONTROL Y 3-NP
30 30 -
25 - 25 1
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Capacitancia (pF) Capacitancia (pF)

Grafica 1. Histograma de capacitancia. A) Se muestra la frecuencia del tamafio de las
neuronas registradas de los animales control, determinado por su capacitancia presentandose
con mayor frecuencia neuronas de tamafio entre 5 a 6.5 pF (n=75). B) Histograma de
capacitancia. Se muestra la frecuencia del tamafio de las neuronas de los animales tratados

con 3-NP. Siendo las de mayor frecuencia las neuronas entre 3.5 a 5 pF (n=75).

Al inicio de cada registro se realiz6 el protocolo de rampa de voltaje, de -100 mV a
+40 mV con una duracién de 300 ms para generar las corrientes de Na* y Ca?* por
la apertura de los canales dependientes de voltaje, lo que consideramos como

indice de viabilidad de la célula (Grafica 2).
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Gréfica 2. Trazo representativo de voltaje vs corriente. Empleando el protocolo rampa se
generaron los trazos de corriente de Na* y Ca?* por la apertura de los canales respectivos
dependientes de voltaje tanto en neuronas del grupo control como del tratado con 3-NP.

Para estudiar la cinética de los canales de GABA, se analizaron los siguientes
pardmetros: estado estacionario (SS) / pico de Corriente, el tiempo al pico y la tau

de desensibilizacion.
7.1 ESTADO ESTACIONARIO (EE) / PICO DE CORRIENTE

Al ser una razén de cambio, este parametro se mide de 0 a 1, como se muestra en
la siguiente grafica con respecto a las distintas concentraciones (Gréfica 3). La
relacion de EE / Pico nos muestra en la dosis-respuesta que a bajas
concentraciones de GABA (<10 uM) se genera una corriente que tiene poca
desensibilizacion con un promedio de 60% mientras que a dosis > 10 yM al
desensibilizacion es casi del 95%. Nuestros resultados muestran que el tratamiento
con el 3-NP presenta una disminucion significativa del valor de la relacion EE/Pico

s6lo en bajas concentraciones de GABA.
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Grafica 3. Estado estacionario con respecto al pico de la corriente activada por GABA. El
parametro EE/Pico se utilizd6 como medida de desensibilizacion del receptor de GABA a 0.1 uM
(n=12), 0.3 pM (n=10), 1 pM (n=10), 3 pM (n=12), 10 pM (n=12), 30 uM (n=12), 100 pM (n=15), 300
UM (n=15) y 1000 pM (n=15), en las MSN.

7.2 TIEMPO AL PICO

Como medida del tiempo de activacion de la corriente de GABA se encontraron
cambios significativos a concentraciones de 0.1 y 0.3 puM, se obtuvo mediante el

analisis de varianza, un valor de p<0.05 (Gréfica 4).
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Gréafica4. Tiempo al pico de lacorriente de GABA. Las concentraciones de GABA a0.1 pM (n=12),
0.3 uM (n=10), 1 uM (n=10), 3 uM (n=12), 10 pM (n=12), 30 uM (n=12), 100 pM (n=15), 300 uM
(n=15) y 1000 uM (n=15), en las MSN.

7.3 CONSTANTE DE TIEMPO DE DESENSIBILIZACION (TAU)

La desensibilizacién del receptor GABAA ha demostrado ser multifasica, lo que
sugiere que multiples conformaciones son posibles (Celentano y Wong, 1994; Haas
& Macdonald, 1999). Anteriormente se ha investigado la desensibilizacion siguiendo
los patrones de ad y apy de los receptores GABA (Haas & Macdonald, 1999), se

cree que constituyen la mayoria de isoformas del receptor GABAAa en el cerebro
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(McKernan y Whiting, 1996). Tanto la velocidad y grado de desensibilizacion
depende de la composicién de subunidades. Por ejemplo, los receptores aifsy2
mostraron una amplia desensibilizacion que fue descrito por una fase rapida (~ 10
ms), una fase intermedia (~ 150 ms) y una fase lenta (~ 1500 ms). En contraste, los
receptores con las subunidades ai1f330 se desensibilizan menos, con una sola fase
lenta (~ 1500 ms) similar a la fase lenta de las corrientes de los receptores aifsy2.
En nuestro modelo se identificaron 2 fases una lenta y una rapida. Para la 11 no se
encontro diferencia significativa entre los grupos (Gréfica 5). En cambio, enla 12 se

muestra significativo en la concentracion de 10-1000 uM (Gréfica 6).
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Gréafica 5. Tau de desensibilizacion de GABA (11). La 11 representa la fase lenta de la
desensibilizacion del receptor de GABA a 0.1 uM (n=12), 0.3 uM (n=10), 1 uM (n=10), 3 pM (n=12),
10 uM (n=12), 30 uM (n=12), 100 pM (n=15), 300 uM (n=15) y 1000 uM (n=15), en las MSNs.
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Grafica 6. Tau de desensibilizacion de GABA (12). La 12 representa la fase rapida de la
desensibilizacion del receptor de GABA a 0.1 uM (n=12), 0.3 uM (n=10), 1 uM (n=10), 3 pM (n=12),
10 uM (n=12), 30 uM (n=12), 100 uM (n=15), 300 uM (n=15) y 1000 uM (n=15), en las MSNs.

7.4 REGISTRO DE LAS CORRIENTES ACTIVADAS POR GABA (Icasa)

Para generar la lcasa se utilizé una concentracion de 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30,100, 300
y 1000 uM empleando el protocolo de aplicacion de agonista. Y de esta manera se
obtuvo la siguiente gréfica de densidad de corriente con respecto a la concentracion
de GABA (Grafica 7).
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Grafica 7. Corriente activada por GABA en el grupo experimental control y el tratado con 3-
NP. A,B,C,D) Trazos representativos de la corriente generada por GABA utlizando una
concentracién de 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1000 uM, de las MSN de raton control y tratado
con 3-NP. E) Densidad de corriente con respecto a la concentracién de 0.1 uM (n=12), 0.3 uM (n=10),
1 pM (n=10), 3 pM (n=12), 10 pM (n=12), 30 pM (n=12), 100 pM (n=15), 300 pM (n=15) y 1000 pM
(n=15), en ambos grupos experimentales.
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Para normalizar los datos de los registros de la corriente activada por GABA, se
obtuvo la densidad de corriente al pico (pA/pF). Para identificar si hay cambios en
la densidad de corriente de GABA en los animales tratados con respecto al control,
se realiz6 un andlisis de varianza obteniendo un valor de p>0.05 en las
concentraciones de 0.3, 1y 3 uM, p<0.01 en la concentracion de 0.1 uM y 1000
MM y un valor de p <0.001 para 10uM, 30 uM, 100uM y 300 uM de GABA.

Del registro de las neuronas medianas se construyé una curva dosis-respuesta,
utilizando un ajuste de doble logistica, se obtuvo una EC501 de 13.14 + 5.4 uM,
EC502 de 5.51 + 1.6 para el grupo control y una EC501 de 116.05 £ 34.4 uM, EC502
de 2.38 + 1.0 para el grupo tratado con 3-NP (Grafica 8. A).

Tomando en cuenta que los efectos farmacolégicos en una poblacién son reflejados
en las curvas de dosis respuesta, cuando tenemos mas de una poblacién con
diferente sensibilidad farmacolégica, los efectos de un mismo farmaco sobre las
diferentes poblaciones se suman. Cuando tenemos dos poblaciones con EC50
diferentes entonces en la curva dosis respuesta se observaran las diferentes fases
asociadas a cada componente sigmoidal. Debido a este efecto podemos restar si
conocemos los pardmetros de cada una de las poblaciones farmacologicamente
activas a un mismo compuesto. De esta forma, en el laboratorio el MC Gustavo
Hernandez Carballo desarrolld los algoritmos para poder separar los diferentes
parametros sigmoidales de funciones sigmoidales sumadas en el programa Origin
(v-9.1). Este procedimiento se define como pelado o sustraccion de funciones
sigmoidales. Obtuvimos las gréaficas del pelado de sigmoidales las cuales nos
permiten observar que en el grupo control se distingue una poblacién con baja
afinidad a GABA (BA) y otra con alta afinidad (AA) (Gréfica 8, B). También se
observaron dos poblaciones diferentes en el grupo tratado con 3-NP, donde la
poblacién que corresponde a la que tiene AA no cambia la EC50 con respecto al
control. Ocurre lo contrario en la poblacion identificada como de BA (Grafica 8, C).

Del registro de las interneuronas colinérgicas se obtuvo una grafica de puntos,
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debido a que el numero de neuronas registradas no fue suficiente, no se obtuvo la

curva dosis-respuesta. Se observé similitud en todas las concentraciones de GABA

utilizadas en ambos grupos experimentales (Grafica 9).
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Grafica 8. Curva Dosis-Respuesta de GABA. A) Densidad de corriente con respecto concentracion
de GABA 0.1 uM (n=12), 0.3 uM (n=10), 1 pM (n=10), 3 uM (n=12), 10 uM (n=12), 30 uM (n=12), 100
UM (n=15), 300 uM (n=15) y 1000 uM (n=15), tanto del grupo control, como del tratado con 3-NP en
MSN B) Gréfica de pelado de sigmoidales para identificar dos poblaciones diferentes en el grupo

control. C) Gréfica del pelado de sigmoidales para identificar dos poblaciones diferentes en el grupo

tratado con 3-NP.
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Grafica 9. Densidad de corriente con respecto a la concentracion de GABA. Se utilizaron las
siguientes concentraciones de GABA: 0.1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1000 uM, tanto del grupo control

como del tratado con 3-NP en las interneuronas colinérgicas.

7.5 RECUPERACION DE LA lcasa

El protocolo de recuperacién se utilizé para estudiar la constante de tiempo en que
la corriente puede ser recuperada al 100 % después de una aplicacién inicial, tanto
en neuronas del grupo control como del tratado con el 3-NP. Se grafico el porcentaje
de recuperacion de la corriente respecto al tiempo y se realizO un ajuste de
decaimiento exponencial de primer orden, obteniendo asi un valor de tau (1) de
10.14 £ 2.04 s. (n= 10 células) para el grupo control. Y para el grupo tratado con 3-
NP se obtuvo un valorde 1 =10.42 + 1.0 s (n= 10 células). Los registros se llevaron

a cabo con un potencial de mantenimiento de OmV (Gréfica 10). Se realizdé un
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analisis de varianza obteniendo una p>0.5 por lo que no se presentan cambios

significativos entre los grupos experimentales.
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Grafica 10. Protocolo de recuperacion de lgasa. A) Trazo representativo del protocolo de
recuperacion de GABA (100uM) de una neurona del grupo control. B) Trazo representativo en una
neurona del grupo tratado con 3-NP. C) Gréfica del porcentaje de la recuperacion de la corriente
contra el tiempo generada por la aplicacién de GABA 100uM; se realizd un ajuste de decaimiento

exponencial de primer orden para elucidar la constante de tiempo.



7.6 POTENCIAL DE EQUILIBRIO DE LA lcaBa

Se utilizo el protocolo de corriente vs voltaje (IV) para generar la corriente de GABA
(100uM) a diferentes voltajes (Gréafica 11). Y para determinar el potencial de
equilibrio de la lcasa se realizé un ajuste de tipo polinomial de tercer orden (Gréfica
12).

A)
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Gréfica 11. Protocolo de IV. A) Representacion del registro de IV en una neurona del grupo

control. Corriente generada por la aplicacion de GABA 100uM. Los voltajes a los cuales se

genero la corriente van desde -100mV hasta +20mV con cambios de voltaje de 20mV. Se

observan las corrientes de sodio y calcio a los diferentes voltajes. B) Representacion del

registro de IV en una neurona del grupo tratado con 3-NP.
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Gréfica 12. Representacion de IV de lcasa. Se grafico la corriente contra el voltaje generado por la
aplicacién de GABA 100 uM; y se realiz6 un ajuste de tipo polinomial de tercer orden, para elucidar
potencial de reversion A) En neuronas del grupo control (n=10) B) En neuronas de grupo tratado con
3-NP (n=10).

7.7 CINETICA DE LA CORRIENTE GENERADA POR GABA AL COAPLICAR
ANTAGONISTAS ESPECIFICOS A LAS SUBUNIDADES DEL RECEPTOR.

Se analiz6 el porcentaje de reduccion de la corriente utilizando 3, 10, 30, 100, 1000
nM del antagonista de los receptores de GABA, L-655708, en las MSNs (Gréfica
13). Para generar la lcasa se utilizd una concentracion de 100 uM de GABA,
empleando el protocolo de aplicacion de agonista + antagonista. Y de esta manera
se obtuvo la grafica de densidad de corriente con respecto a la concentracion de
GABA en presencia del antagonista. A continuacion se muestran los trazos
representativos del efecto del antagonista L-655708 sobre el receptor de GABA
(Gréfica 13. A,B). No se encontraron cambios significativos en la densidad de
corriente de GABA, ni en el porcentaje de reduccion de la corriente al coaplicar el
antagonista L-655708.
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Grafica 13. A-D) Trazos representativos de la corriente generada por GABA utilizando el antagonista
L-655708 a una concentracion de 3 nM (n=10), 10 nM (n=10), 30 nM (n=10), 100 nM (n=11) y 1000

nM (n=11), en las MSN de ambas poblaciones, control y 3-NP. E) Gréfica de barras del porcentaje
de reduccién de la corriente de GABA con 3, 10, 30, 100, 1000 nM del antagonista L-655708 en las
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MSNSs tanto en grupo control (h= 8) como en el tratado con 3-NP (n=7). F) Grafica de densidad de
corriente de GABA utilizando el L-655708.

Del registro de las MSNs se construy6 una curva dosis-respuesta de la densidad de
corriente de GABA en presencia de L-655708 y se obtuvo una EC50 de 119.11 +
52.8 nM para el grupo control y una EC50 de 95.85 + 43.02 uM para el grupo tratado
con 3-NP (Grafica 14. C).
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Gréfica 14. A) Grafica Dosis-Respuesta de GABA con el L-655708 a 3 nM (n=10), 10 nM (n=10), 30 nM
(n=10), 100 nM (n=11) y 1000 nM (n=11) en MSN.

A continuacion se muestran los trazos representativos del efecto del antagonista
Gaboxadol sobre el receptor de GABA (Grafica 17).
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ambos grupos experimentales.
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Se analiz6 el porcentaje de reduccion de la corriente utilizando 0.3, 1, 3, 10, 30, 100,
300 puM del antagonista Gaboxadol en las MSNs, se obtuvieron resultados
significativos en las concentraciones de 0.3, 1 y 3 uM con una significancia de
(p=0.01), (p=0.009), (p=0.008) respectivamente (Grafica 18.A). Para generar la
lcaBa se utilizé una concentracién de 100 uM de GABA, empleando el protocolo de
aplicacion de agonista + antagonista. Y de esta manera se obtuvo la siguiente
grafica de densidad de corriente con respecto a la concentracion de GABA en
presencia del antagonista. Se observa un aumento en la densidad de corriente del
grupo tratado con 3-NP con respecto al grupo control, en la concentracion de 0.3 y
1 uM teniendo una significancia de (p<0.05) (Grafica 18.B). Del registro de las MSNs
se construyd una curva dosis-respuesta de la densidad de corriente de GABA en
presencia del Gaboxadol y se obtuvo una EC50 de 15.67 uM para el grupo control
y una EC50 de 11.48 uM para el grupo tratado con 3-NP (Gréfica 18.C).
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Gréfica 18. A) Grafica del porcentaje de disminucion de la corriente a 0.3 yM (n=7), 1 uM
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Las neuronas registradas mediante la técnica de célula completa con fijacion de
voltaje se identificaron como neuronas medianas 6 interneuronas gigantes del
ndcleo estriado (caudado y putamen), por su morfologia, la capacitancia y su
resistencia de entrada (Fig. 1, 2. Grafica 1). Se observé que los valores de la
capacitancia de las neuronas medianas en el grupo tratado con 3-NP, fueron de
3.5 a 5 pF, mientras que en el grupo control los valores de la capacitancia de las
células registradas fue de 5 a 6.5 pF, por lo que se observa una tendencia a
disminuir la capacitancia en las neuronas medianas del grupo tratado con 3-NP. Se
ha observado que en las MSN de ratones tratados con 3-NP se reduce el nUmero
de espinas y el grosor de las dendritas, esto conlleva a una reduccion en el area
superficie (Mendoza y cols., 2014). La organizacién de las dendritas afecta la
formacion y la eficacia de las sinapsis asi como la transmision de sefiales de vuelta
al soma, (Kulkami y Firestein, 2012), aun no esta claro como las MSN del cuerpo
estriado, las neuronas mas vulnerables en la EH, mantienen su funcién durante
décadas a pesar de la expresion cronica de la huntingtina poliglutaminada (mhtt).
En un estudio de Rocher y cols., (2016) quienes utilizaron ratones BACHD, un
modelo de la EH que expresa el gen mhtt humana, para investigar las propiedades
moleculares, morfoldgicas y funcionales de MSN en el cuerpo estriado, reportan que
la densidad de espinas dendriticas en MSN es sustancialmente menor en los
ratones BACHD que en los WT, en ausencia de cambios importantes en dendritas
y sin pérdida neuronal. Detectaron también cambios funcionales en las MSN en
BACHD, donde las MSNs eran hiperexcitables y la amplitud de las corrientes
sinapticas fue mayor que en las MSN de los ratones WT. En conjunto, estos datos
muestran que tanto las propiedades intrinsecas y la fuerza de las sinapsis se
modifican en las MSN con baja densidad de espinas dendriticas en ratones BACHD.
Estos mecanismos homeostéaticos pueden compensar la pérdida sustancial de
entradas sinapticas y por lo tanto aliviar los efectos perjudiciales de la expresién de
mhtt sobre la actividad de los MSN y también posiblemente en el fenotipo motor en

BACHD.
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Nosotros al trabajar con células disociadas, no podemos evaluar dicha reduccion,
debido a que los registros se realizan en el soma de las neuronas. Por otro lado, en
trabajos con ratones transgénicos (R6/2) las alteraciones en la membrana celular
comienzan de la quinta a la séptima semana, se observa una reduccion en la
capacitancia pero no es estadisticamente significante, en contraste las diferencias
de la capacitancia en ratones R6/2 de 9-14 semanas se muestran altamente

significantes en comparacion al raton WT (Cepeda y cols., 2004).

Las interneuronas gigantes no presentaron cambios debido al tratamiento con 3-
NP, ni en su capacitancia ni en la cinética de la corriente de GABA. Se ha observado
que las interneuronas estriatales tampoco presentan cambios en ratones
transgénicos, resultando un fendmeno interesante a pesar de que estas
comprenden menos del 1.0% de las neuronas estriatales (Ferrante y cols., 1985,
1987; Graveland y cols., 1985). La razén por la cual existe una mejor preservacion
de las poblaciones de interneuronas con relacion a las neuronas espinosas de
proyeccién en la EH es aun desconocida. Se ha propuesto que la muerte neuronal
en la EH pudiera deberse, al menos en parte, a la reversion del transporte de calcio
causada por un desacople metabolico. Asi, el efecto diferencial de la enfermedad
sobre las poblaciones neuronales podria resultar de la mayor o menor capacidad
para amortiguar los cambios en el calcio intracelular. En apoyo a esta posibilidad,
se ha mostrado que 1) las neuronas espinosas medianas poseen la proteina
amortiguadora de calcio llamada calbindina, 2) algunos de los grupos de
interneuronas menos afectadas poseen calretinina (Bennett y Bolam 1993) y/o
paralbumina (Bennett y Bolam 1994), y 3) el contenido de calbindina en el estriado
de pacientes con EH decrece significativamente. Es importante destacar, sin
embargo, que algunas de las interneuronas GABAérgicas menos afectadas también

expresan calbindina (Bennett y Bolam., 1993; Alexis y cols., 2000), por lo que la
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expresion diferencial de proteinas de calcio quiza sea solamente una parte de la
explicacion de la susceptibilidad diferencial de las neuronas estriatales a la EH. Si
bien una gran variedad de factores intrinsecos y extrinsecos regulan al proceso de
muerte neuronal, la presencia o ausencia de factores neurotroficos juega un papel
central en la modulacion de este proceso. En fechas recientes, se ha descrito que
los niveles del factor derivado del cerebro (BDNF) estan disminuidos en el nicleo
caudado de cerebros de animales transgénicos con expresion de la httm. Esta
disminucién en la disponibilidad de BDNF parece resultar de la incapacidad de la
httm para regular la sintesis de este factor neurotrofico en el estriado y la corteza
cerebral afectados. Asi, se ha propuesto que la disminucion relativa de BDNF en el
estriado conduce a la muerte selectiva de las células espinosas medianas (Zuccato
y cols., 2001). Esta disminucion, sin embargo, no parece afectar la sobrevivencia de
las interneuronas de manera significativa. De hecho, la sobre expresion de BDNF
conduce a la muerte de algunas interneuronas estriatales (Gustafsson y cols.,
2003). Este hecho sugiere que factores neurotréficos diferentes a BDNF, protegen
a las interneuronas estriatales en cerebros de modelos animales y de pacientes con
HD. En apoyo a esta posibilidad, diversos estudios han mostrado que la
supervivencia neuronal depende no solo de un solo factor neurotréfico, sino de la
disponibilidad de varios de ellos expresados simultdnea o secuencialmente en
patrones espacio-temporal especificos (McAllister y Katz, 1995; McAllister y Poo,
2001).

El ictus isquémico es un modelo particularmente interesante de la lesion cerebral
debido a que causa la muerte selectiva de subpoblaciones neuronales en el cuerpo
estriado. Las neuronas de proyeccidn espinosa que contienen dopamina y de
adenosina 3 ', 5'-monofosfato-regulada fosfoproteina de 32 kD (DARPP-32 +) y las
interneuronas no espinosas que contienen parvalbumina-(PV +), mueren en la
lesion isquémica, mientras que las interneuronas colinérgicas sobreviven (Teramoto
y cols., 2003).
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En nuestro trabajo determinamos la viabilidad celular mediante el protocolo de
rampa (Grafica 2), y para conocer el tiempo necesario de espera entre aplicaciones
consecutivas se empled el protocolo de recuperacion, obteniéndose constantes de
desensibilizacién (1) similares para los dos grupos experimentales. Por lo tanto, en
base a las 1 obtenidas se determind la duracién del protocolo. Una vez establecida
la duraciéon de 90 segundos entre episodios, utilizamos el protocolo de aplicacion

del agonista.

Al normalizar los datos de los registros de la corriente de GABA, se obtuvo la
densidad de corriente al pico (pA/pF) para las distintas concentraciones 0.1, 0.3, 1,
3, 10, 30, 100, 300 y 1000 uM, encontrando una disminucion significativa de la
densidad de corriente en neuronas del grupo tratado con 3-NP en las
concentraciones de 0.1, 10, 30, 100, 300, 1000 uM de GABA.

La falla en el metabolismo energético se ha sugerido como uno de los mecanismos
mas importantes que subyacen la degeneracion neuronal. De hecho, las neuronas
estan expuestos a el dafio oxidativo debido a su alto consumo de O? para generar
el ATP necesario para mantener todas las funciones neuronales (Halliwell, 2001)

El blogueo de la fosforilacién oxidativa puede producir el dafio celular observado en

tejidos post-mortem de pacientes afectados por la EH (Gu y cols, 1996).

Una de las consecuencias del dafio mitocondrial que tiene lugar después de la
isquemia cerebral es la pérdida adicional de ATP y de otros metabolitos energéticos.
La disminucion de los niveles de ATP esta ligada al transporte en reverso del
glutamato, disminucibn que, a su vez, provoca una elevacion de este
neurotransmisor excitador en el espacio extracelular. Por otro lado, diversos
trabajos han demostrado que la accion neuroprotectora de los antioxidantes, al
actuar sobre los complejos I-11l de la cadena respiratoria mitocondrial, resulta en un
incremento de la respiracion y de la produccién de ATP retrasando la disminucién
de ATP y el subsiguiente transporte en reverso de glutamato inducidos por la

isquemia (Villalonga, 2008)
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Esta bien establecido que la isquemia cerebral transitoria en la rata conduce a un
dafio selectivo de ciertas poblaciones neuronales como en las MSN en el cuerpo
estriado dorsolateral, similiar a lo que ocurre en nuestro modelo donde el efecto
especifico de la toxina en las MSN es probablemente debido a una combinacion de
los factores en el ambiente celular local. El uso de 3-NP para estudiar la etiologia
de la enfermedad revela que la disfuncién mitocondrial inducida por la toxina es
seguido por la excitabilidad neuronal alterada y una disminucion de la liberacion de

neurotransmisores (Lane y cols., 2015).

Existen pruebas de que los cambios en el sistema GABAérgico se producen
después de los protocolos de lesidén isquémica y otros (Domann y cols., 1993;
Mittmann vy cols., 1994; Schiene vy cols., 1996; Neumann-Haefelin y cols., 1998).
Durante la reorganizacién de los mapas retinotopicos después de una lesion
isquémica, el contenido de GABA se reduce y a pesar de que la densidad de los
receptores postsinapticos GABAa a1 aumenta, el receptor de GABAAa no puede ser
saturado, resultando en la reduccién de la inhibicion GABAérgica (Cepeda y cols.,
2004).

Del registro de las MSN se construy6 una curva dosis-efecto y mediante el ajuste
de una doble logistica nos muestra que al menos tenemos dos poblaciones
diferentes de receptores ya que muestran una afinidad y eficacia distinta a GABA.
Del registro de las interneuronas gigantes, al ser un porcentaje menor al 0.5% de la
poblaciéon neuronal en el ndcleo estriado (Wilson y cols., 1990), no se pudo
determinar la EC50 debido a que no fue posible registrar interneuronas gigantes
donde se alcanzaran concentraciones saturantes. En las MSN se observd un
cambio en la EC50s, la cual corresponde a la poblacién de receptores con baja
afinidad, por lo que confirmamos que se existen cambios en los receptores de GABA

debido al tratamiento con 3-NP.
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Recientes estudios in vitro mostraron que la funcién del receptor de GABA, puede
verse afectada por factores que pueden ser relevantes en la isquemia cerebral,
como el aumento de los niveles de calcio citosoélico y la formacion de radicales de
oxigeno (Mouginot y cols., 1991; Schwartz y cols., 1.992). En cultivos neuronales,
niveles normales de ATP parecen ser necesarios para mantener la funcion del
receptor de GABA (Chen y cols., 1990).

Para comprender mejor los cambios observados en la corriente de GABA en ambos
grupos, se procedié a estudiar la cinética de dicha corriente, analizando los
siguientes parametros: estado estacionario (SS) / pico de Corriente, el tiempo al
pico y la constante de tiempo de desensibilizacion (tau).

En el analisis realizado al estado estacionario con respecto al pico de la corriente
de GABA result6 ser diferente significativamente para las concentraciones de a 0.1,
0.3, 1y 3 uM. Las subunidades del receptor de GABA, dictan la sensibilidad a GABA
asi como otras propiedades biofisicas del receptor. En los receptores GABAAa
recombinantes, gran parte de la sensibilidad a GABA esta influida por las
subunidades alfa; subunidad as tiene la mayor afinidad por GABA (Ducic y cols.,
1995), una propiedad necesaria para los receptores en el espacio extrasinaptico
debido a los bajos niveles de GABA en el ambiente. Ademas, la incorporacion de la
subunidad & aumenta la afinidad en los receptores GABA en expresion heterdloga
en células de fibroblastos (Saxena y Macdonald, 1994; Fisher y Macdonald, 1997).
La desactivacion de los receptores y las tasas de desensibilizacion también
dependen de la composiciébn de subunidades. Receptores que contienen la
subunidad a1 tienen mayor tasa de desensibilizacion (Bianchi y cols.,2002),
mientras que los receptores que contienen la subunidad y2 tiene una cinética mas
rapida que los receptores que contienen la subunidad delta (Haas y Macdonald,
1999), ideal para su papel en la inhibicion sindptica . En comparacion con los
receptores que contienen yz, los receptores afd tienen una desensibilizacién mas

lenta y menos extensa (Haas y Macdonald, 1999; Bianchi y cols., 2001; Bianchi y
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cols., 2002), por lo que sugerimos que los cambios en la cinética de la corriente de
GABA en el grupo tratado pueden deberse al cambio en la expresion de
subunidades del receptor GABAA.

Como medida del tiempo de activacion de la corriente de GABA no se encontraron
cambios significativos a ninguna concentracion. La desensibilizacion del receptor
GABAAa ha demostrado ser multifsica, lo que sugiere que multiples conformaciones
son posibles (Celentano y Wong, 1994; Haas & Macdonald, 1999). Anteriormente
se ha investigado la desensibilizacion, siguiendo los patrones de af3d y ay de los
receptores GABAAa (Haas & Macdonald, 1999), se cree que constituyen la mayoria
de isoformas del receptor GABAA en el cerebro (McKernan y Whiting, 1996). Tanto
la velocidad y grado de desensibilizacion depende de la composicion de
subunidades. Por ejemplo, los receptores aif3y2 muestran una amplia
desensibilizacion que fue descrito por una fase rapida (~ 10 ms), una fase intermedia
(~ 150 ms) y una fase lenta (~ 1500 ms). En contraste, los receptores con las
subunidades 1330 se desensibilizan menos, con una sola fase lenta (~ 1500 ms)
similar a la fase lenta de las corrientes de los receptores ai1fsy2. En nuestro modelo
se identificaron 2 fases una lenta ( 11) y una répida (12). Para la 11 no se encontro
diferencia significativa entre los grupos (Gréfica 8). En cambio, en la 12 se mostré
significativo en las concentraciones de 30, 100, 300, 1000 uM (Grafica 9), por lo que
nuestros resultados nos muestran que podria existir el cambio en las subunidades
del receptor de GABA, debido a que la constante de desensibilizacién en el grupo
control es similar a la que presenta la isoforma aifsy2, a diferencia del grupo
experimental tratado con 3-NP, en donde la 12 se vuelve mas lenta en comparacion

al grupo control, similar a la isoforma con la subunidad & (a1330) .

Al utilizar el protocolo de 1V, pudimos determinar que el potencial de equilibrio en el
grupo control es de 85.0 mV y en el grupo tratado con 3-NP es de 79.0 mV, el cual
es cercano al potencial de equilibrio del ion cloro, debido a que las concentraciones

intra y extracelulares de Cl- no varian en nuestros experimentos.
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En reportes que estudian la muerte celular debido a un exceso de la liberacion de
glutamato como lo que ocurre en la isquemia cerebral, se ha observado como
consecuencia de esto, un aumento de la liberacion compensatoria de GABA y la
internalizacion de los receptores GABAA sinapticos y la expresion de los receptores
GABAAa perisinpticos produciendo un incremento en la inhibicién ténica como un
proceso limitado del cerebro para reparar el dafio neural, provocado por la isquemia
(Clarkson, 2011).

En nuestro trabajo proponemos que existen cambios en los receptores de GABA
debido al tratamiento con el 3-NP. Y que dichos cambios pueden ser en las
subunidades del receptor o en la cantidad de receptores GABAA que se expresan
en las MSN. El uso de los antagonistas Gaboxadol y L-655708 comprueban nuestra
hipotesis. Permitieron describir que es la subunidad delta y no la alfa la encargada
de los cambios observados en las cinéticas de las corrientes inducidas por GABA.
El antagonista de la subunidad os L-655708 no indujo cambios significativos en la
densidad de corriente de cloro activada por GABA. Por lo que con los resultados
obtenidos no puede demostrarse que exista algiin cambio en la expresion de la
subunidad as del receptor GABAA en ambas poblaciones, control y con el
tratamiento con 3-NP. Ya que el L-655708 es un antagonista selectivo para el sitio
de benzodiazepina de los receptores GABAa que contienen la subunidad as y el cual
muestra selectividad 50-100 veces mas que a receptores GABAa que contienen ax,
a2, a3y ds 0 subunidades en combinacién con B3y yz2 (Quirk y cols., 1996). Por otro
lado, la presencia del Gaboxadol, el cual se une a los receptores GABAa que
contienen la subunidad & y que compite por el mismo sitio de union de GABA
(Drasbek y Jensen, 2006), produjo cambios significativos tanto en la densidad de
corriente de cloro, como en el porcentaje de reduccion de la misma. La diferencia
de los resultados con el gaboxadol y el L-655708 puede deberse a que a pesar de
gue ambos se unen a receptores extrasinapticos, se ha observado en estudios de
inmunoprecipitacion que las subunidades & tambien pueden asociarse con la

subunidad a1, y la subunidad o1 también ha sido encontrada en receptores
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extrasinapticos (Mertens y cols., 1993), es decir, no solo se expresa con la

subunidad as

Con el uso del Gaboxadol solo se encontraron cambios en concentraciones bajas
(0.3, 1, 3 uM), lo que concuerda con las concentraciones bajas que requieren los
receptores extrasinapticos para activarse. Se ha reportado que los receptores
GABAA que contienen la subunidad & se encuentran extrasingpticamente (Nusser y
cols., 1998) y son, por tanto, interesantes en términos del volumen de la transmision
GABAérgica extrasingptica. Estos receptores GABA también muestran una alta
afinidad para GABA y son débilmente desensibilizados (Saxena y Macdonald,
1994). Por lo tanto, estos receptores reaccionan a baja concentracion micromolar
del ambiente de GABA, lo que conduce a una inhibicion ténica de la conductancia

en las neuronas postsinapticas (Drasbek y Jensen, 2006).

Nuestros resultados muestran un aumento en la densidad de lecasa con 0.3y 1 uM
de Gaboxadol en la poblacion de neuronas medianas de los ratones que recibieron
el tratamiento con 3-NP. Por lo que también se encontraron resultados significativos
en el porcentaje de reduccién de la lcasa en concentraciones de 0.3, 1, y 3 uM de
Gaboxadol en la misma poblacién, donde se observé que el porcentaje de reduccién
es menor que en la poblacién control. Como se mencioné previamente el Gaboxadol
compite por el mismo sitio de union de GABA en el receptor, lo que podria estar
ocurriendo al coaplicar GABA + Gaboxadol. A pesar de que el Gaboxadol se conoce
como antagonista también se ha reportado que actia como “super-agonista” al
incrementar la inhibicion, en experimentos realizados en lineas celulares L (-tk) que
expresan 04330, el Gaboxadol provoco una respuesta de amplitud mas grande que
GABA en los receptores 043306, fue el primer informe de un agonista con mayor
eficacia que GABA, aumentando la posibilidad de que el GABA se comporta como
un agonista parcial en este subtipo (Brown y cols., 2002). Por lo que proponemos
que podrian estar ocurriendo alguno de los siguientes dos fenomenos, el primero,

gue existe un aumento en este subtipo de receptor de GABA en las neuronas del
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grupo experimental tratado con 3-NP, el segundo, que al unirse el Gaboxadol al sitio
de union en el receptor GABAA provocaria cambios alostéricos en el receptor que
producirian el aumento en la densidad de corriente de GABA observada en nuestros

resultados.

Por otro lado, podriamos explicar los cambios en la densidad de lcasa, comparando
lo que sucede en ratones R6/2 donde se ha comprobado que en neuronas medianas
existe un aumento en la expresion de receptores con la subunidad a1 (Cepeda,
2004). A pesar de que no es el mejor modelo para comparar con el de 3-NP el cual
ilustra el papel de la mitocondria en la lesion de las MSN, puesto que el R6/2 solo
expresa el exdn 1 del gen, por lo que todas las regiones regulatorias no estan
presentes, los resultados coinciden con los cambios en las subunidades de receptor
de GABA. Asi como los efectos del bloqueo de la fosoforilacion oxidativa sobre la
expresion y composicion de las subunidades del receptor de GABA, se sabe que en
procesos isquémicos hay un rearreglo de las mismas donde se produce un déficit
bioenergético similar a lo que sucede en nuestro modelo con 3-NP, también se
presentan cambios en la expresion de las subunidades del receptor de GABA
(Cepeda y col., 2004). Por otro lado, existen nuevos hallazgos observados sobre
diversas subunidades del receptor GABA (a1, 2,3 y y2) las cuales se encuentran
sobrexpresadas durante la EH y donde la regulacién positiva es evidente antes de

gue haya pérdida de células notable (Allen y cols, 2009)

Lo que podria estar ocurriendo en nuestro modelo, seria un aumento en la expresion
de receptores de GABA que contienen la subunidad & lo que explicaria el aumento
en la densidad de lcasa y la disminucion en el porcentaje de reduccion de la misma

en neuronas medianas de la poblacion tratada con 3-NP.

La inhibicion tonica o la sefial continua de GABA establece la base de la inhibicion.
El GABA actla a través de los receptores extrasinapticos tbnicamente suprimiendo
la excitabilidad neuronal y regulando el disparo del potencial de accién. Por lo tanto,

con el proposito de facilitar la recuperacion funcional, por ejemplo en enfermos de
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isquemia se requiere un aumento en la excitabilidad cerebral para superar este
hipofuncionalismo. Recientemente se ha demostrado mejoras notables en la
recuperacion funcional post-isquemia, al utilizar el antagonista L-655708 en
pacientes después del accidente cerebrovascular, implicando a las subunidades a5
y ©, como nuevas dianas para el desarrollo de agentes para ayudar a los pacientes
de ictus (Clarkson, 2011). De la misma manera podriamos proponer con nuestros
resultados, a la subunidad & como una diana para el desarrollo de proximos estudios

en la enfermedad de Huntington.

Poco se sabe de la conducta a largo plazo y de la recuperacién sinaptica después
de esta ola temprana de la patologia inducida por el 3-NP. Existe evidencia en
patologias donde se ve afectada la actividad sinaptica pero sin pérdida de células,
donde el comportamiento y la recuperacion conductual esté alineada con cambios
adaptativos en la funcion sinaptica, es decir, que la célula intenta contrarrestar los
cambios provocados por la patologia (Hasbani y cols., 2000). El dafio isquémico a
las sinapsis, sin pérdida neuronal, como ocurre con infartos leves o ataques al
corazoén, la recuperacion de los dafios en la sinapsis contribuye a la restauracion de
la funcién neurolégica (Hasbani y cols., 2000). Siendo conscientes de que los dafios
centrales y periféricos debido a disfunciones metabdlicas podria ayudar en el
tratamiento clinico de las primeras etapas de la EH. Los tratamientos disefiados
para mejorar el metabolismo energético podrian modificar el curso de la enfermedad

y retrasar su progresion.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten concluir:

» E| tratamiento con 3-NP induce cambios en la cinética de las corrientes
activadas por GABA en las neuronas medianas y no en las neuronas

gigantes del neoestriado.

®» En el estudio de la dosis respuesta de GABA en las neuronas medianas
mostré cambios multifasicos entre las neuronas controles y las tratadas con
3-NP.

» Al evaluar dos antagonistas especificos de los receptores de GABA, el L 655-
708 que reconoce especificamente las subunidades as y el gaboxadol que
reconoce las subunidades 6, encontramos que el L 655-708 no muestra
efectos significativos entre las dos poblaciones. ElI Gaboxadol mostro
diferencias significativas, definiendo que el tratamiento produce
modificaciones en la expresion de la subunidad 6 que se pueden observar

electrofisiolégicamente.

Con nuestros resultados apoyamos la hipétesis propuesta.

Entre las perspectivas futuras se considera llevar a cabo pruebas de biologia
molecular para sustentar los cambios en las subunidades de los receptores de
GABA y realizar mas registros electrofisiol6gicos en neuronas gigantes para evaluar
con mas precision la cinética de la corriente activada por GABA. Por otro lado,
realizar pruebas conductuales que nos permitan verificar con lo ya reportado lo que

sucede en nuestro modelo de la EH.
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