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Resumen

Introduccion: La excitotoxicidad y las alteraciones del metabolismo energético son dos eventos
implicados en el dafio neuronal observado en patologias neurodegenerativas. El acido 3-ni-
tropropiodnico y el acido quinolinico son dos toxinas ampliamente utilizadas para reproducir
mecanismos de disfuncion del metabolismo energético y excitotoxicidad, respectivamente; sin
embargo, se desconoce si la coadministracion subtdxica de &cido quinolinico y &cido 3-nitropro-
pionico puede tener efectos aditivos a largo plazo. Objetivo: Conocer los efectos estriatales ex
vivo de la administracion subtoxica de &cido 3-nitropropidnico y acido quinolinico a largo plazo
sobre los niveles de peroxidacion lipidica, la funcionalidad mitocondrial, los niveles estriatales
totales de acido gamma-aminobutirico y la morfologia celular del cuerpo estriado en ratas.
Metodologia: Se utilizaron ratas Wistar macho (260-300 g) y se formaron cuatro grupos (7-8
c/u; 3-4 para pruebas biogquimicas y 4 para analisis morfolégico): 1) control: 1 uL de solucién
salina intraestriatal (i.e.) bilateral y 0.5 mL de solucion salina intraperitoneal (i.p.); 2) acido
3-nitropropiodnico subtoxico (9 mg/kg) i.p.; 3) &cido quinolinico subtoxico (120 nM/pL) 1 pL
i.e. bilateral, y 4) acido 3-nitropropionico + acido quinolinico subtdxicos. Treinta dias después
se evalud la peroxidacion lipidica y la funcionalidad mitocondrial (ambas en sinaptosomas de
estriado), la morfologia celular en cortes de estriado y los niveles estriatales totales de acido
gamma-aminobutirico. Resultados: En el grupo de coadministracion de ambas sustancias se
observ6 un incremento significativo de los niveles de peroxidacion lipidica y en el nimero de
células estriatales dafiadas, asi como una disminucion significativa de la funcionalidad mitocon-
drial respecto del grupo control y los grupos con aplicacién de dosis subtoxicas. En los niveles
estriatales totales de acido gamma-aminobutirico se observd una disminucion en el grupo
coadministrado respecto del control pero esta reduccion no fue significativa. Conclusion: En
este modelo se confirmo que la administracion subtoxica de acido 3-nitropropidnico y acido
quinolinico puede producir un efecto de facilitacion toxica a largo plazo. Este estudio sugiere
que la coexistencia de alteraciones sutiles del metabolismo energético y excitotoxicidad puede
desencadenar mecanismos toxicos a mayor escala.

Abstract

Introduction: Excitotoxicity and impaired energy metabolism are two events involved in
the neuronal damage observed in neurodegenerative diseases. 3-nitropropionic acid and
quinolinic acid are two toxins widely used to reproduce mechanisms of energy metabolism
dysfunction and excitotoxicity, respectively; however, it is unknown whether the co-admin-
istration of quinolinic acid and 3NP at subtoxic dose may have additive effects on long-term.
Obijective: To determine the long-term effects of 3-nitropropionic acid and quinolinic acid
subtoxic administration on lipid peroxidation levels, mitochondrial functionality, total striatal
gamma-aminobutyric acid levels and cell morphology of the striatum neurons in rats. Meth-
ods: Male Wistar rats (260-300 g) were used and four groups were formed (n = 7-8; 3-4
rats for biochemical test and 4 rats for morphological analysis): 1) Control: 1 uL intrastriatal
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(ie) saline and 0.5 mL intraperitoneally (ip) saline solution administration; 2) subtoxic 3-NP
(9 mg/kg) ip; 3) Subtoxic quinolinic acid (120 nM/ul) ie; and 4) subtoxic 3NP + subtoxic
quinolinic acid. After thirty days after the peroxidation levels and mitochondrial functionality
(both in striatal synaptosomes), striatal cell morphology, and total striatal gamma aminobutyric
acid levels were evaluated. Results: In the subtoxic co-administration group there was a
significant increase in peroxidation levels and in the number of striatal damaged cells, and
also a significant decrease of mitochondrial functionality with respect to subtoxic and control
groups. Moreover, the total striatal gamma aminobutyric acid content showed a decrease in
the subtoxic co-administration group relative to the control but this reduction was not signifi-
cant. Conclusion: This model confirms that subtoxic co-administration of 3-nitropropionic
acid and quinolinic acid may produce a toxic facilitation effect in the long-term. This study
suggests that the coexistence of subtle alterations of energy metabolism and excitotoxicity

can trigger toxic mechanisms at a larger scale.

Introduccién

La excitotoxicidad y la disfuncion del metabolismo
energético son dos procesos de dafio neuronal que
estan muy relacionados con la fisiopatologia de
diversas enfermedades neuroldgicas tanto agudas
como cronicas.! La excitotoxicidad es un proceso
patolégico neuronal que ocurre como consecuencia
de la sobreactivacion de receptores de aminoéacidos
excitadores como el glutamato y sus analogos.? En
particular, los receptores glutamatérgicos ionotrépicos
de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), juegan un papel
central en este mecanismo de toxicidad, debido a su
alta permeabilidad a los iones de Ca?*. La sobreactiva-
cion de los receptores NMDA provoca un incremento
de las concentraciones intracelulares de Ca?, lo
cual desencadena una serie de mecanismos toxicos
relacionados con la activacién de enzimas proteoli-
ticas calcio-dependientes que ocasionan disfuncion
mitocondrial, alteracion del metabolismo energético,
formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
de nitrégeno (ERN), y finalmente la muerte neuronal
por necrosis 0 apoptosis.t?

Por otro lado, el tejido nervioso resulta especial-
mente vulnerable a las alteraciones del metabolismo
energético debido a varios factores: el metabolismo
neuronal elevado, su constante demanda de sustra-
tos, su alta dependencia del metabolismo oxidativo
y su baja disponibilidad de reservas energéticas.®*
Por tal razén, cualquier alteracion en el metabolismo
energeético representa un riesgo potencial para el dafio
y muerte neuronal.* Cambios en la accesibilidad de
los sustratos energéticos (deprivacién de oxigeno
o glucosa) o alteraciones en la funcion mitocondrial
neuronal conducen a una reduccioén de la produccion
de adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés)
asi como a un incremento en la produccion de ERO. La

deficiencia de ATP produce disfuncion de las bombas
ibnicas membranales dependientes de ATP, con lo
gue se altera el potencial de membrana en reposo y
finalmente conduce a la despolarizaciéon de la mem-
brana. La despolarizacion de la membrana favorece
la activacion de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) induciendo entrada de Ca?* (excitotoxicidad
secundaria) perpetuando asi el dafio y conduciendo a
la muerte neuronal. Resulta evidente que ambos pro-
cesos (excitotoxicidad y déficit energético) comparten
mecanismos de toxicidad y vias efectoras comunes,
por lo tanto, también es muy comdn que ambos pro-
cesos coexistan y se retroalimenten participando en
el dafio neuronal que se observa en distintas enfer-
medades neurologicas.?

El acido quinolinico (acido 2,3-piridin bicarboxilico)
es una molécula enddgena producida por el catabolis-
mo del triptéfano a través de la via de la kinurenina.®
Esta via catabdlica endégena tiene como producto
final la sintesis de nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD+), y se ha reportado que esta presente principal-
mente en el higado y en el tejido nervioso de humanos,
primates no humanos, roedores y otros mamiferos.®
La importancia de la via de kinurenina radica en que
se estima que en el sistema nervioso central de los
mamiferos mas del 90% de triptéfano es metabolizado
a través de esta via, ademas de que produce algunos
metabolitos intermediarios que han demostrado tener
propiedades neuroactivas (acido kinurénico y acido
quinolinico).” El acido quinolinico (QUIN) es una molé-
cula que ha demostrado poseer distintos mecanismos
de toxicidad; por un lado, actia como un agonista di-
recto de los receptores NMDA, principalmente de tipo
NR2A y NR2B, generando dafio neuronal por excito-
toxicidad, pero ademas, se ha demostrado que puede
formar complejos con el Fe?* induciendo la formacion
directa de radicales libres como el radical hidroxilo,
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y es capaz de inhibir la recaptura de glutamato por
parte de las células gliales, aumentado las concen-
traciones de glutamato y exacerbando el proceso de
excitotoxicidad.”® La naturaleza enddgena y téxica del
QUIN ha llevado a involucrarlo en la fisiopatologia de
muchos desoérdenes neurolégicos tanto agudos como
cronicos: epilepsia, enfermedades cerebrovasculares,
demencia por virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y diversas enfermedades neurodegenerativas.®
Experimentalmente la administracion intraestriatal
de QUIN en roedores constituye uno de los modelos
toxicos que mas se utiliza para reproducir las altera-
ciones conductuales y bioguimicas que se observan
en la enfermedad de Huntington, ademas de que es
una herramienta ampliamente utilizada para generar
y estudiar procesos de excitotoxicidad.®

El &cido 3-nitropropionico (3NP) es una toxina de
origen micético que actia mediante la inhibicién irre-
versible de la enzima succinato deshidrogenasa que
forma parte de complejo Il de la cadena de transporte
de electrones mitocondrial. Esta enzima es respon-
sable de la oxidacién de succinato a fumarato y su
inhibicion conduce a la reduccion de la sintesis de
ATP, incremento en la produccion de EROs y muerte
neuronal.’* La observacion clinica de que la ingesta
accidental de 3NP produce degeneracion preferencial
del putamen, nucleo caudado, corteza cerebral e hipo-
campo, lo cual se relaciona con la presencia de movi-
mientos anormales y deterioro cognitivo en humanos,
condujo a estudiar sus mecanismos de toxicidad y mas
tarde a su utilizacion (por administracion sistémica o
intracerebral) como modelo téxico de enfermedad de
Huntington en roedores.!

En el estudio previo llevado a cabo por Jacquard
y colaboradores (2006), tanto in vivo como in vitro,
se demostré que el déficit energético moderado y
establecido de forma cronica puede exacerbar la de-
generacion estriatal aguda generada por dosis bajas
de QUIN; ademés de demostrar que en este efecto
de potenciacion estan principalmente involucradas la
activacion masiva de las calpainas, la escision de pro-
teinas postsinapticas y la alteracion de la homeostasis
intracelular de calcio.?

La excitotoxicidad y el déficit energético son dos pro-
cesos patoldgicos que se ha demostrado ampliamente
gue coexisten en diversas enfermedades neuroldgicas.
Estudios previos sugieren que alteraciones en uno de
estos procesos puede incrementar el efecto toxico del
otro, aunque ambos procesos por separado no lleguen a
producir toxicidad significativa.'? En los estudios in vivo
llevados a cabo por Elinos-Calderdn y asociados (2010)
y Pérez De la Cruz y su grupo (2010), se demostré que
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infusiones intraestriatales menores a 240 nmol/uL de
QUIN y dosis sistémicas menores a 10 mg/kg de 3NP
no provocan efectos toxicos significativos sobre mar-
cadores de estrés oxidante y funcion mitocondrial. 3
Sin embargo, hasta el momento no se han estudiado
los efectos de la coadministracién subtoxica (sobre
marcadores como: los niveles estriatales de acido
gamma-aminobutirico [GABA, por sus siglas en inglés]
o la morfologia neuronal estriatal) de sustancias con
mecanismos de accion diferentes a nivel estriatal (3-NP
y QUIN), y menos aun se ha estudiado si estos efectos
persisten en el largo plazo (30 dias). El estudio de los
efectos sinérgicos de estas dos toxinas cobra relevancia
debido a que estas dos condiciones (excitotoxicidad y
déficit energético) de forma moderada pueden ocurrir
comunmente, incluso en estados fisiolégicos como el
envejecimiento, pudiendo asi contribuir al origen de
distintas enfermedades neurodegenerativas.

Material y métodos
Animales

Se emplearon ratas Wistar macho con un peso de entre
280-300 g, provistas por el bioterio del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia. Los animales fueron alo-
jados cinco por cada caja empleando cajas de acrilico
y recibieron una dieta comercial estandar (Laboratory
rodent diet 5001, PMI Feeds Inc, Richmont, IN USA) y
agua ad libitum. Todos los animales fueron mantenidos
bajo condiciones constantes de temperatura (25 = 3
°C), humedad (50 + 10%) y luz (ciclos de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad) en el bioterio antes referi-
do. Todos los procedimientos con los animales fueron
llevados a cabo de acuerdo con la Guia para el Uso y
Cuidado de Animales de Laboratorio (2011).%° Durante
los experimentos se hicieron todos los esfuerzos para
minimizar el sufrimiento de los animales y utilizar el
menor namero posible de los mismos.

Grupos y cirugia estereotaxica

Para los procedimientos con los diferentes grupos
experimentales, los animales fueron seleccionados
aleatoriamente y-se formaron cuatro grupos (7-8 indi-
viduos por grupo; 3-4 ratas para pruebas bioquimicas
y 4 para el analisis morfolégico): 1) control: recibio 1
uL de solucion salina al 0.9% intraestriatal (i.e.) y 0.3
mL de solucion salina al 0.9% intraperitoneal (i.p).; 2)
QUIN: recibio QUIN 240 nm/uL en total (120 nm/uL
en cada estriado); 3) 3-NP: recibié una dosis de 3-NP
(9 mg/kg) i.p.; 4) QUIN + 3NP: recibié QUIN 240 nm/
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pL i.e. + 3-NP (9 mg/kg) i.p. Para la administracion
intraestriatal los animales fueron previamente anes-
tesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.) y
20 minutos después se infundio el QUIN o solucion
salina (empleando una jeringa Hamilton de 10 L) en
las siguientes coordenadas estereotaxicas en relacion
con el Bregma: AP: + 0.5 mm, lateral: = 2.6 mmy ven-
tral a la duramadre: -4.5 mm.® Todas las mediciones
bioquimicas y morfologicas siguientes se realizaron
30 dias después de la administracion de las toxinas.

Pruebas bioquimicas

Treinta dias después de la administracion de las
toxinas, los animales fueron sacrificados mediante
decapitacion extrayendo rapidamente el cerebro y
preservandolo en hielo por pocos segundos hasta
que ambos estriados fueron disecados y procesados
para la obtencion de las fracciones sinaptosomales P2
usando el método previamente estandarizado descri-
to por Pérez De la Cruz y su grupo.'” Las fracciones
sinaptosomales fueron preservadas a -70 °C hasta
que el resto de las determinaciones fueron realizadas.

La peroxidacion de lipidos fue estimada en fraccio-
nes sinaptosomales empleando el ensayo espectrofo-
tométrico de las sustancias reactivas al acido tiobarbitu-
rico (TBARs) como se ha reportado con anterioridad.*
Las concentraciones finales de las sustancias reactivas
al TBA (TBARS) fueron calculadas por interpolacion en
una curva estandar (calibracion) de malondialdehido
(MDA) y corregidas segun el contenido de proteina
determinado para cada muestra por el método de
Lowry.'® Los resultados fueron expresados como
nanomoles de TBARS por miligramo de proteina. La
funcionalidad mitocondrial fue evaluada en fracciones
sinaptosomales por el método espectrofotométrico de
reduccioén de azul tiazolil bromuro de tetrazolio (MTT)
a formazan, segun se ha descrito con anterioridad.’
Los resultados fueron expresados como el porcentaje
de reduccion de MTT respecto a los valores control.
Las concentraciones de acido gamma-aminobutirico
(GABA) en el estriado total fueron cuantificadas con
cromatografia liquida de alta resolucion usando una
derivatizacion de precolumna o-phtalaldehido/t-butitiol
(OPA), y su concentracion se estimo realizando una
curva de concentracion empleando un estandar de
GABA como se ha descrito previamente.*®

Morfologia estriatal

Treinta dias después de la administracion de las
toxinas los animales fueron sacrificados mediante

una sobredosis de pentobarbital i.p. y el cerebro
fue perfundido por via cardiaca con solucién salina
al 0.9% pH 7.4 (200 mL aproximadamente) y pa-
raformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (PBS).
Posteriormente, se extrajo el cerebro y se realizé
postfijacién por 48-72 horas en una solucién de
paraformadehido al 4% en PBS. Mas tarde se rea-
lizé el procedimiento de inclusion en bloques de
parafina para después obtener cortes coronales de
5 m de espesor. Todos los cortes coronales fueron
obtenidos del estriado dorsal aproximadamente a
una distancia de entre 0.5-1 mm anterior a Bregma
(es decir, a 0.5 mm del sitio de la lesién estereo-
taxica) y fueron tefiidos con la técnica convencional
de hematoxilina-eosina para observar alteraciones
morfologicas en las células estriatales.

Para el analisis morfolégico se utilizaron tres cor-
tes de cada estriado, de cada rata, de cada grupo
(n = 4). Se contabiliz6 el nimero total de neuronas
morfolégicamente normales y el nimero total de
neuronas degeneradas por campo (40X). Se eli-
gieron como neuronas sanas aquéllas cuyo nucleo,
nucléolo y citoplasma permanecieron integros y
bien definidos; se tomaron como células dafiadas
aquéllas cuyo nucleo y nucléolo no eran visualmen-
te distinguibles o presentaban picnosis, cariolisis
o cariorrexis, ademas de presentar un citoplasma
destruido o vacuolizado.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como va-
lores promedio & una desviacion estandar (DE).
Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron
analizados por ANOVA de una via, seguido de la
prueba de Tukey para comparaciones multiples
(GraphPad Prism 5.0). Los niveles de significancia
considerados fueron de p < 0.05 para todas las
pruebas.

Resultados
Peroxidacion lipidica

En los sinaptosomas estriatales del grupo control
(n = 4) se demostro una PL basal promedio de 220
nmol MDA/mg proteina; la administracion intraes-
triatal de acido quinolinico (QUIN) y la administra-
cion sistémica de acido 3-nitropropionico (3-NP) no
produjo incremento significativo en los niveles de
PL; sin embargo, la coadministracion de QUIN vy
3-NP incrementd significativamente los niveles de
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PL respecto del control y respecto de los grupos
con administracion subtéxica (ANOVA de una via
seguida de Tukey, p < 0.05) (Figura 1).

Funcionalidad mitocondrial

La capacidad reductora del MTT a formazan esti-
mada a través de la densidad optica (leida a una
longitud de onda de 550 nm) y observada en los
sinaptosomas estriatales del grupo control, se tomo
como referencia (densidad 6ptica promedio (DO) =
127.1 [+ DE = 86], considerando esta capacidad de
reduccion como el 100% de FM para fines compa-
rativos. En el grupo de coadministracion se observé
una disminucion significativa de la FM respecto del
control (DO = 80.4 = DE = 7.9, equivalente a 63%)
(ANOVA p < 0.05). En el grupo 3NP subtoxico se
observo un incremento en el porcentaje de FM (DO =
243.4 = DE = 88, equivalente a 191%); sin embargo,
ésta no lleg6 a ser estadisticamente significativa. El
grupo de QUIN subtdxico no mostré cambios respec-
to del control (DO = 125.4 + DE = 65, equivalente
a 95%) (Figura 2).

Peroxidacion de lipidos
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Figura 1. La grafica muestra los resultados de la PL es-
timada a través de la cuantificacion de las sustancias
reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) en sinaptoso-
mas estriatales totales de todos los grupos. Las barras
representan los valores promedio = EEM de grupos de
n = 4 ratas por grupo; p < 0.05, ANOVA de una via
seguido de prueba de Tukey; * p < 0.05 diferencia res-
pecto al grupo control; + p < 0.05 diferencia respecto
al grupo de QUIN + 3NP subtoxicos.
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Figura 2. La grafica muestra los resultados de funcion
mitocondrial estimada a través de la cuantificacion de
la capacidad de reduccion del MTT en sinaptosomas es-
triatales, expresadas como porcentaje respecto del con-
trol (100%) en todos los grupos. Las barras representan
valores promedio =+ DE de grupos de n = 3 ratas por
grupo; p < 0.05, ANOVA de una via seguido de prue-
ba de Tukey; * p < 0.05 diferencia respecto al grupo
control.

Morfologia estriatal

La figura 3 muestra los datos de la cuantificaciéon
de neuronas estriatales dafiadas por campo en
cortes coronales de todos los grupos (n = 4). En el
grupo de coadministracion subtdxica se observé un
incremento significativo en el nimero de neuronas
dafladas respecto del control y respecto de los
grupos subtéxicos por separado (ANOVA p < 0.05).
Aungue se observé un incremento en el nimero de
neuronas dafiadas en los grupos subtoéxicos, estos
incrementos no llegaron a ser significativos respecto
del control (Figuras 3y 4).

Niveles estriatales totales de GABA

En la figura 5 se presentan los niveles estriatales
totales de GABA en todos los grupos; en el grupo
de coadministracion subtdxica se observa una
reduccién de los niveles de GABA; sin embargo,
esta reducciéon no llegé a ser estadisticamente

significativa.
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Neuronas estriatales dafadas
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Figura 3. La gréfica representa la cuantificacion de neu-
ronas estriatales morfoldgicamente dafiadas por campo
(40X) cuantificadas, utilizando cortes coronales tefiidos
con Hy E en todos los grupos. Las barras representan
los valores promedio + EEM de grupos de n = 4 ratas
por grupo; p < 0.05, ANOVA de una via seguido de
prueba de Tukey; * p < 0.05 diferencia respecto al gru-
po control; + p < 0.05 diferencia respecto al grupo de
QUIN + 3NP subtoxicos.

Niveles estriales totales de GABA
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Figura 5. La grafica muestra la cuantificacién de los
niveles estriatales totales de GABA determinados a
través de HPCL y expresados en mg/g de tejido en
todos los grupos. Las barras representan los valores
promedio = EEM de grupos de n = 4 ratas por gru-
po; p < 0.05, ANOVA de una via seguido de prueba
de Tukey.

Figura 4. Microfotografias
de campo claro represen-
tativas de cortes coronales
estriatales (40X) tefiidos con
H y E de todos los grupos.
A: control, B: 3NP subtoxi-
co, C: QUIN subtoxico, D:
3NP y QUIN subtoxicos.
Las flechas blancas sefialan
neuronas morfolégicamente
normales y las flechas negras
sefialan neuronas dafiadas.
Imagen en color en:
www.medigraphic.com/rid
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Discusion

El acido quinolinico (QUIN) y el &cido 3-nitropropidnico
(3-NP) son dos toxinas ampliamente utilizadas para
generar modelos fenotipicos de enfermedades neu-
rodegenerativas del sistema extrapiramidal como la
enfermedad de Huntington,® pero ademas son muy
utilizadas para reproducir y estudiar procesos de
excitotoxicidad y déficit energético en condiciones in
vitro.1*?° En estudios previos se ha demostrado que
la coadministracién subtoxica de toxinas que generan
alteraciones del metabolismo energético celular como
el malonato (un inhibidor mitocondrial irreversible),
incrementa las lesiones cerebrales producidas por
moléculas excitatorias como el glutamato, el NMDAYy el
acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propioni-
co (AMPA), sugiriendo que alteraciones marginales del
metabolismo energético celular, pueden incrementar
significativamente la vulnerabilidad al dafio excitotoxi-
co0.2! Por otra parte, en el estudio previo llevado a cabo
por Jacquard y colaboradores (2006), se demostrd que
existe toxicidad estriatal sinérgica aguda de la admi-
nistracion de dosis subtéxicas de 3-NP y QUIN; sin
embargo, en ese estudio no se exploraron los efectos
estriatales de esta administracién a largo plazo.*?

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de
la coadministracion subtéxica de 3NP y QUIN a largo
plazo. Los resultados del presente estudio muestran
que la coadministracion subtéxica de QUIN y 3NP in-
crementa significativamente los niveles de PL respecto
del grupo control. Dichos resultados apoyan un efecto
de facilitacion toxica, ademas de que ponen de relieve
que la produccion de ERO tiene un papel importan-
te en este mecanismo de toxicidad, lo cual esta de
acuerdo con estudios previos realizados con dichas
toxinas.¥1422 Es importante destacar que nuestros
resultados sugieren que este efecto facilitador tdxico
sobre la PL sigue presente de forma significativa, aun
30 dias después de la coadministracion de las toxinas,
lo cual puede deberse a varios factores: 1) existe una
persistencia en la produccién de EROs, es decir, que
las toxinas producen una alteracion de los mecanis-
mos redox a largo plazo; 2) también puede deberse
a que los marcadores de PL son muy sensibles a la
produccién de EROs, debido a que las reacciones
de PL tienen un comportamiento de propagacién por
la formacién de radicales peroxilipidicos que pueden
continuar oxidando otros lipidos en ausencia de ROS.

Por otro lado, en el andlisis de la reduccion del MTT,
que es considerado como un indicador del grado de
funcionalidad mitocondrial que se relaciona con la
viabilidad celular,'* mostr6é una disminucion estadisti-
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camente significativa de la funcién mitocondrial a largo
plazo con la coadministracién subtoxica respecto del
control. Dichos resultados sugieren que la potenciacion
del dafio provocado por ambas toxinas (evidenciado
por el incremento en la PL), es de suficiente magnitud
para afectar de forma significativa la funcionalidad
mitocondrial a largo plazo; sin embargo, debido a que
las determinaciones de FM se realizaron después de
30 dias de la administracion de las toxinas, este efecto
resulta menos especifico que los observados de for-
ma aguda.*?? Es interesante sefialar que también se
observé que en el grupo de administracion subtoxica
de 3-NP, la FM present6 una tendencia a incrementar
alos 30 dias, lo cual puede deberse a cierto efecto de
precondicionamiento, es decir, que las alteraciones
leves del metabolismo energético que induce el 3NP
subtéxico pueden favorecer, como un mecanismo
compensatorio, que se incremente la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales, lo cual se traduce en
un incremento de la funcionalidad mitocondrial; dicho
efecto de precondicionamiento o incremento de la
resistencia a otros estimulos téxicos ha sido descrito
previamente con el 3NP, la isquemia, la hipoglucemia
y el oxido nitrico.?*

Al cuantificar el nUmero de células dafiadas, obser-
vamos que el grupo de coadministracion subtoxica de
QUIN + 3NP muestra un incremento significativo del
ndamero de células dafiadas en comparacién con el
control y con los grupos de administracion subtoxica
aislada. Dicho efecto parece sugerir efectivamente un
proceso de facilitacion toxica con la administracion de
ambas toxinas, aunque nuevamente debemos recor-
dar que las evaluaciones morfoldgicas se realizaron
30 dias después de la administracion de las toxinas.
En los grupos subtodxicos existié un incremento en el
namero de neuronas dafiadas, pero estas tendencias
no fueron estadisticamente diferentes al control. Las
alteraciones morfologicas observadas estuvieron re-
presentadas principalmente por picnosis, cariorexis y
alteraciones en la tincién del citoplasma neuronal, lo
cual coincide con lo reportado previamente.?° Existe
cierta divergencia entre la magnitud de las alteraciones
observadas en la funcionalidad mitocondrial y el gran
aumento de las neuronas morfoldgicamente dafiadas
en los grupos de coadministracion, pero esto puede
deberse a que las determinaciones de la funciéon mi-
tocondrial se realizaron en sinaptosomas de estriado
total, de manera que las fracciones sinaptosomales
viables obtenidas pueden provenir de neuronas que
no hayan sido afectadas por las toxinas, ya que se ha
demostrado previamente que dichas toxinas muestran
una toxicidad neuronal selectiva.?®
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Finalmente, la medicion de los niveles totales de
GABA estriatal demostré valores mas o menos simi-
lares en todos los grupos, el grupo coadministrado
con QUIN y 3NP subtoxico presentd una tendencia
a reducir los niveles de GABA,; sin embargo, no hay
diferencia significativa comparada con el grupo control.
En el estudio llevado a cabo por Silva Adaya y cola-
boradores, se observo que la toxicidad estriatal aguda
de QUIN se acompafia de una reduccion inicial de los
niveles de GABA, seguida de un incremento posterior
del mismo como un mecanismo de compensacion, lo
cual puede explicar por qué los niveles de GABA a lar-
go plazo no muestran cambios en el presente estudio.??

Los presentes resultados cobran especial relevan-
cia debido a que la combinacion de circunstancias
patolégicas como las generadas por estas toxinas,
déficit energético y excitotoxicidad de intensidad
leve, pueden presentarse comdnmente, incluso en
condiciones fisioldgicas como el envejecimiento.2®
Mas aln, cuando una de las toxinas aqui empleadas
tiene un origen endogeno QUIN y previamente se
ha documentado que puede encontrarse elevada en
diversos estados patolégicos.?”2¢ Por lo tanto, este
fendmeno de facilitacion toxica a largo plazo puede
potencialmente contribuir al origen del dafio neuronal
observado en distintas enfermedades neuroldgicas del
sistema extrapiramidal.

Conclusion

El presente trabajo confirma que la administracion
de dos toxinas, una que altera el metabolismo ener-
gético celular y otra que produce sobreactivacion de
receptores NMDA, en dosis descritas previamente
como subtéxicas, muestran un comportamiento de
facilitacion toxica a largo plazo (30 dias) evidenciado
por el incremento en los niveles de PL, la disminucion
de la FM en sinaptosomas estriatales y las alteracio-
nes morfologicas a este nivel. Sin embargo, dichas
alteraciones a largo plazo parecen no afectar signi-
ficativamente los niveles estriatales de GABA. Dicho
proceso de facilitacion toxica a largo plazo puede tener
implicaciones en los mecanismos fisiopatolégicos de
distintas enfermedades neurolégicas.
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