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Resumen

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo que afecta a los
ganglios basales. El uso de factores neurotréficos ha sido propuesto como posible trata-
miento de esta enfermedad. El objetivo de nuestro estudio fue el de evaluar los efectos
del factor de crecimiento neural (NGF) en el modelo de Huntington inducido por la le-
si6n estriatal de acido queinolinico (AQ). Para el estudio se utilizaron ratas las cuales fue-
ron lesionadas con AQ (112mM, pH = 7,4) las cuales fueron tratadas con NG, en
diferentes tiempos en relacion al dia de la lesion: NGF 2 dias antes de la induccion de la
lesion (NGFAQ), NGF simultanco con la lesion (AQ+NGF) y NGF 2 dias después de la
lesion (AONGF). Los animales intactos y lesionados sin tratamiento sirvieron como gru-
pos controles. Se realizaron estudios conductuales para evaluar los efectos de la lesion y
del tratamiento sobre la memoria y aprendizaje espacial (laberinto acudtico de Morris) y
la actividad motora (rotacién inducida por anfetamina). Los resultados de nuestro expe-
rimento demostraron que el NGF parece actuar de forma preventiva en la neuroprotec-
cién de poblaciones neuronales en el estriado demostrado en los estudios conductuales.

Palabras clave: Acido quinolinico, asimetria motora, enfermedad de Huntington, laberinto
acudtico de Morris, NGF, rata.

Abstract

The Huntington discase is neurodegenerative pathology with affects the basal ganglia.
The neutrotrophic factors have been suggested as a possible treatment of the disease.
The aims of our study were to increase our knowledge about the behavioral characteriza-
tion of the Huntington models induced by quinolinic acid (QA) and the effects of nerve
growth factor (NGF). In our work we used rats with unilateral lesion of striatum induced
by AQ (112mM, pH = 7,4), which received NGF-treatment in different times in relation
to the day of the lesion: NGF 2 day before the lesion (NGFOA), NGF simultancously
with OA (OA+NGF) and NGF 2 day after the lesion (QANGF). The intact and lesioned
rats without treatment served as the control groups. The memory (Morris water maze)
and motor activity (rotational behavior induced by amphetamine) were evaluated to
study the effects of the lesion and treatment. Our results demonstrated that this carly ap-
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plication of NGF has like preventives action in the neuroprotection of striatal population
demostrated in behavioral results.

Key words: Huntington’s disease, quinolinic acid, Morris water maze, motor activity, NGF, rat.

I. INTRODUCCION

El deterioro de las funciones motoras y cognoscitivas es caracteristico de procesos dege-
nerativos como los que ocurren en la enfermedad de Alzheimer, de Huntington (EH), y
el Parkinson. Los tratamientos médicos disponibles en la actualidad mejoran los sinto-
mas generales de estas enfermedades pero no actian en el dmbito de los mecanismos
ctiopatogénicos que provocan estas enfermedades.

La EH es un proceso neurodegenerativo y progresivo que se caracteriza por: degenera-
cién severa de los ganglios basales (Sanberg y Coyle, 1984), movimientos coreiformes
constantes e incontrolables desde el punto de vista conductual (DiFiglia, 1990), déficit
cognitivo y trastornos emocionales (The Huntington’s disease Collabrative reserach
Group, 1993). La regiéon mas afectada es el cuerpo estriado donde puede haber una pér-
dida de neuronas hasta de un 90%, con reduccion de los niveles del dcido gamma-ami-
nobutirico (GABA), y de las enzimas glutamato descarboxilasa (GAD) y colina acetil
tranferasa (ChAT).

Entre las excitotoxinas, el dcido quinolinico (AQ), presente en el cerebro humano ha
demostrado ser uno de los agentes capaces de inducir los cambios neuropatolégicos y
neuroquimicos caracteristicos de la EH, en modelos experimentales (Beal et al; 1991).
Desde el punto de vista conductual, la inyeccion intraestriatal de AQ en primates no
humanos induce movimientos coreiformes (Hamraye et al; 1991) ¢ hiperactividad mo-
tora, y en ratas, déficit motor para la ejecucion de algunas tareas (Block et al; 1993) y
trastornos en las funciones cognitivas, demostrado por déficit en la ejecucion de prue-
bas de evitacion pasiva y de la memoria y el aprendizaje espacial (Schwarz et al; 1992).

Los Factores Neurotréficos (FN'Ts) son proteinas solubles capaces de regular la supervi-
vencia, el crecimiento y la plasticidad morfolégica de las neuronas; también, la sintesis
de proteinas necesarias para algunas de sus funciones (Sport y Roberts, 1988), ademas
de estimular procesos metabélicos generales y los mecanismos necesarios para la sinte-
sis y liberacién de neurotransmisores (Fallon y Loughlin, 1993).

El Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) fue el primer factor de la familia de las neurotro-
finas identificado [10], y junto al Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro (BDNF) y
otras neurotrofinas (N'1-:3, NT4/5), estd comprometido con el crecimiento y la superviven-
cia de varios tipos celulares, incluyendo las células del Sistema Nervioso Periférico (SNP)
(Dunnett, 1990) y el Sistema Nervioso Central (SNCyyyyyyyyyyy 1990).

Existen multiples resultados que sefialan la accién tréfica del NGF sobre las neuronas coli-
nérgicas del cerebro basal anterior, CBA 1993) y el cuerpo estriado (Chen et al., 1995;
Maliah et al., 1995; Wilkler y Thal, 1995; Markowaka el al., 1994; Scout, 1995) estructu-

ras que en los mamiferos desempenan un papel importante en los procesos de
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aprendizaje y memoria y en la coordinacién del movimiento respectivamente (Mink,
1999). Ademas, se ha demostrado que la administracion intracerebroventricular de
NGF produce un incremento ostensible y selectivo de la actividad ChAT en el CBA en
ratas recién nacidas y adultas (Mobley, 1985). Por otra parte, cuando es inyectado en el
nucleo estriado, provoca incremento en la actividad de la ChAT; en el tamafio de las in-
terneuronas colinérgicas (Gage, 1989) y tiene una accién directa sobre los procesos de
memoria y aprendizaje, demostrado en pruebas conductuales (Francis-Turner y Valous-

kova, 1996).

La accién del NGF sobre la plasticidad sindptica fue demostrada por Bergado y cols.
(1997) al observar que la infusién de NGF ex6geno en ratas viejas con déficit cognitivo
mejord la potenciacién sindptica a largo plazo a niveles comparables a los de ratas viejas
sin déficit cognitivo, argumentando que estos efectos del NGF sobre la potenciacién a
largo plazo estdn relacionados directamente con la influencia tréfica sobre la funcién
colinérgica.

Mis recientemente, Menei y cols. (2000) obtuvieron resultados muy alentadores utili-
zando células modificadas genéticamente para sintetizar NGF, en animales lesionados
en el estriado con AQ, observando una disminucion del dafio en esta estructura de un
40% en comparacion con animales lesionados no tratados. Tomando en cuenta éste y
otros resultados ya mencionados, en este trabajo nos propusimos investigar la accion
del NGF en un modelo de la EI1, poniendo principal interés en las conductas de apren-
dizaje y memoria.

Il. MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales

Se utilizaron 00 ratas (Rattus norvegicus) de la variedad Sprague-Dawley, machos, con
peso entre 200 y 250g, obtenidas en el bioterio nacional Cenpalab. Fueron mantemdas
en cajas plastlcas de macrolon transparente (1-4), 5> animales por caja en condiciones de
luz y temperatura controladas (ciclos de 12h luz y 12h oscuridad) y con libre acceso a
comida y agua.

El laberinto acuatico de Morris

Se utilizé para evaluar la memoria, el aprendizaje y la actividad motora. Utilizando en-
trenamientos repetitivos, el animal debe ser capaz de formar un mapa cognitivo que le
permite ubicar la plataforma como tnica via de escape del agua y aprende cémo llegar
rapidamente a ésta desde cualquier parte de la piscina.

Ellaberinto acudtico de Morris consistié en una piscina circular de 140 em de didmetro
y 60 cm de altura que se rellené con agua a 20 °C hasta la altura de 30 cm. Una platafor-
ma de acrilico transparente y de 11 em de didmetro se coloca en el centro de uno de los
cuatro cuadrantes imaginarios en que se divide el tanque y se mantiene 2 cm por debajo
del nivel del agua no siendo visible desde la superficie. El tanque se situé en una
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habitacion iluminada con luz incandescente y existencia de sefiales extralaberinticas vi-
sibles desde la superficie. Ademds, se utiliz6 para evaluar las capacidades
sensorimotoras mediante una prueba con plataforma visible.

Procedimiento

Enla etapa de adquisicién, los animales se entrenaron durante 3 dias con § ensayos por
dias. Cada ensayo comenzé poniendo el animal dentro del tanque de cara a la pared del
mismo en uno de los 4 puntos cardinales. Al animal se le permitié nadar libremente 1
min. como tiempo maximo. Si la rata no era capaz de encontrar la plataforma en este
tiempo era guiada hasta la plataforma de escape y se le otorgaba de 15 a 30s de descanso
sobre ésta, dandole la oportunidad de explorar todas las sefiales extralaberinticas para
formar el mapa cognitivo que le ayude a resolver la tarea. Después del ultimo ensayo, el
animal fue secado y devuelto a su caja. El tiempo que necesita el animal para encontrar
la plataforma (latencia de escape) fue registrado con ayuda de un cronémetro. En esta
prucba de adquisicién, la plataforma se mantuvo en el cuadrante Sudoeste.

Después de la prueba de adquisicién, todos los animales que excedieron la latencia de
25s se excluyeron del experimento. El resto de los animales fueron designados al azar
para formar cinco grupos experimentales:

1. Grupo lesionado con édcido quinolinico (AQ).
2. Grupo de falsos operados (Control).

3. Grupo con NGF previo, administracién de NGF, 2 dias antes de la lesion con AQ
(NGFAQ).

4. Grupo con NGF simultdneo a la lesion (NGF&AQ).
5. Grupo con NGF tardio, 2 dias después de la lesion (AONGF).

Cirugia

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral 7% (0,6 mL/100g de peso corpo-
ral (p.c)) por inoculacion intraperitoneal y colocados en el marco estereotdxico (David
Kopf, USA). Primero se fijaron en el marco mediante las barras que se insertan y sujetan
en las cavidades auditivas, de forma tal que se anulé el movimiento lateral; luego se
anul6 el movimiento vertical sujetando los incisivos y la nariz mediante la pinza nasal.

Se realiz6 una lesion unilateral del estriado medial (AP = -1,2 mm; ML = +2,8 mm;
DV = -5.0) con AQ (112mM, pH = 7,4). La solucién neurotoxica fue infundida en el es-
triado derecho usando para ello una jeringuilla Hamilton de 10 pL en un volumen de 2
pl, infundidos a una velocidad de 1ul/ min.

El NGF fue purificado por aislamiento directo de la subunidad B a partir de glandulas
submaxilares de raton Balb/c macho adulto. Este proceder parte de una modificacion
por Ebendal (1984) del método de Mobley (1976). Para su infusion se utiliz6 una
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jeringuilla Hamilton de 10 pL a un volumen de 10 puL a razén de 1ul/min. Utilizando
las mismas coordenadas, a una concentracion de 586 pg/mL.

Evaluacion de la memoria y el aprendizaje

Transcurridos 15 dias de la lesion, los animales se llevaron nuevamente al laberinto
acudtico de Morris, donde se realizaron tres pruebas diferentes.

Prueba de retencién, con el objetivo de comparar el nivel de amnesia retrégrada. Las ra-
tas se entrenaron a ocho ensayos para evaluar su habilidad de recordar la posicién de la
plataforma en el lugar anteriormente ubicado (SO).

Prueba de transferencia: Con el propésito de chequear la existencia de amnesia anterdgra-
da las ratas fueron entrenadas a tres dias de ensayos consecutivos para encontrar la plata-
forma en una nueva posicién (NE) opuesta a la utilizada en la prueba de adquisicion.

Prueba sensorimotora: Esta prueba se realizé con vistas a chequear las capacidades mo-
toras de las ratas después de lesionadas. El nivel de agua se redujo de tal forma que la
plataforma fue visible para el animal, midiendo de forma indirecta la velocidad de nado
del animal, a través del tiempo que demora el animal en llegar a la plataforma.

Prueba de Rotacion inducida por anfetamina Para su ejecucion se utilizé un rotémetro
automatico, Rotorcid, que permitié contabilizar la cantidad de vueltas (360° comple-
tas) y el sentido de las mismas cuando el animal se traté con anfetamina, agonista dopa-
minérgico (5 mg/Kg, i.p.).

Estudios morfologicos

Se realizaron estudios morfoldgicos de tinciones e inmunohistoquimica para GFAP en
un 20% de la poblacién, que sirvieron para corroborar la eficiencia de la lesion estriatal
con AQ y susceptibilidad a la reactividad astrocitica. Para esto, terminadas las pruebas
conductuales, los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral y perfundidos con
una solucién de formaldehido al 4%. Una vez que los cerebros fueron extraidos del cra-
neo, se mantuvieron de 1 a 2 horas en la misma solucién fijadora y mds tarde se sumer-
gieron en soluciones de

sacarosa a diferentes por-

cientos (30, 15,7), vy se adquisiien tadie ,,m-lw;
mantuvieron durante
toda la noche, siendo o lmmcr ! ! !

1 2 4

congelados  posterior- ’ Ll t‘ ® F?T\

mente. Secciones corona- . ,

les de 5 um fueron prepa- i U_Cy
radas de acuerdo al atlas ‘. /_I—\ m
estereotdxico (Paxino y q. QJ_/ \J/

Watson, 1989). Algunas

de las secciones se proce-

saron para histologia Figura 1. Disefio experimental
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convencional, tincién violeta de Cresyl, y en el resto se desarrollé inmunohistoquimica
para analizar la reactividad astrocitica.

Disefio Experimental

Los animales después de los 3 dias de adquisicion, fueron sometidos a la lesion unilate-
ral en el estriado con AQ, asi como NGF segun el grupo experimental a que pertenecian.
Los animales se dejaron reposar 15 dias. Posteriormente, se le realizaron las pruebas que
permitieron evaluar pérdida de la memoria (retencién), capacidad de aprendizaje (transfe-
rencia), evaluacién de las capacidades sensoriales y motoras en general (p. visible) y evalua-
cién de la asimetria motora (rotacién). Ver figura 3.

I1l. RESULTADOS

Laberinto Acuatico de Morris. Memoria y Aprendizaje Espacial

Como el analisis de la varianza (ANOVA) no detect6 diferencias entre los grupos experi-
mentales en la prueba de adquisicion (p= 0.78), fue posible hacer comparaciones de los
resultados tanto entre grupos experimentales, como en el mismo grupo antes y después
de la lesién y/o tratamiento tréfico.

lest de Retencion de la memoria Fl andlisis de varianza (ANOVA) demostrd la existen-
cia de diferencias significativas entre los grupos experimentales (I (45,,= 3.55,
p=0.011). La comparacién post hoc revel6 que los grupos AQ y AO&NGF (p<0.01;
p<0.05, respectivamente) difirieron significativamente del grupo control, mientras
que los grupos AONGF y
NGFAQ, ocuparon una

DAdquisicion B Retencion posicién intermedia sin
35 . diferenciarse significati-
30 | B vamente del grupo con-
s ) ’ trol. Aunque el grupo
4 25 4 .
5 AONGEF no tuvo diferen-
220 . .
¢ cias con el grupo lesiona-
5 15 do (AQ), si se observo
£ 10 una mejoria significativa
5 del grupo NGFAQ con los
0 ‘ ‘ ‘ ‘ animales lesionados
Control AQ NGFAQ  AQ+NGF  AQNGF (FigA 2)

Figura 2. Comparacién de las latencias de escape durante las Sin embargo, cuando se
prucbas de adquisicion y de retencién de los diferentes grupos realiz6 la comparacion
experimentales. Las latencias de todos grupos experimentales entre las latencias desa-
fue significativamente superior a las del grupo control.  rrolladas por los animales
**p<0.01; *p<0.05. Ademds hubo diferencias entre ¢l grupo antes y después de la le-
NGFAQ y el grupo AQ. °p<0.05. si6n y/o tratamiento, los
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resultados demostraron que en todos los grupos, con la excepcién del grupo control, se
observé un deterioro en la estrategia de busqueda de la plataforma de escape, mostran-
do latencias mucho mayores que las utilizadas durante la adquisicién (AQ, p<0.01;
NGFAQ, p<0.05; AO&NGF, p<0.01; AONGF, p<0.05), que denotaron un deterioro sig-
nificativo en la retencién de la memoria después de la lesion estriatal. Es importante
destacar que, inclusive los animales controles, aun cuando no se diferenciaron significa-
tivamente de su ¢jecucion previa en la adquisicion, tuvieron una tendencia al aumento
de la latencia, hecho que demuestra la complejidad de la prueba para los animales.

Prueba de 'Iransferencia del aprendizaje Al analizar la comparacién entre grupos experi-
mentales utilizando el analisis de varianza (ANOVA) general con medidas repetidas (la-
tencia), se observaron diferencias significativas entre los grupos (F 457 = 4.75, p<0.01)
y entre los dias de prueba (F, 114 = 27.55, p<0.01), aunque no se observé interaccion
grupo x dias. El andlisis post hoc demostré que todos los grupos experimentales difirie-
ron significativamente del grupo control, pero hay que tener en cuenta el exitoso de-
sempefio de los animales controles en esta prueba, que hicieron que sus latencias de
transferencia en los tltimos dias de prueba fueran significativamente mejores (mds ba-
jas) que las desarrolladas durante la prueba de adquisicion (Fig. 3).

Tomando en considera-
. e cién estos datos, realiza-
mos también la compara-
cién de todos los grupos
experimentales en cuanto
a su ejecucion en los dias
de prueba de adquisicién y
de transferencia, y los re-
sultados demostraron que
los grupos NGFAQ 'y
AQ&NGF, atin cuando no

w
S

N
a

N
S

Latencia de escape (seg * ESM)
> o

S}

Control AQ NGFAQ AQ+NGF AQNGF

mejoraron su récord de la-
Figura 3. Comparacion de las latencias de escape entre los gru- tencia durante la adquisi-
pos experimentales en la prueba de transferencia. Los grupos cién, mantuvieron, sin em-
AQ y AONGF necesitaron un mayor tiempo para encontrar la ~ Pcorar significativamente,
plataforma, diferenciandose significativamente del grupo con- la Puntuacic’m . alcanzada
trol. **p<0.01 previamente, mientras que

los restantes grupos AQ y

AONGEF, lejos de mejorarlo
o mantenerse, demostraron un deterioro de su capacidad de aprendizaje, al aumentar sus
latencia de escape por encima de los valores obtenidos en la adquisicion (Fig 4).

Plataforma visible

Cuando el animal ya entrenado previamente tuvo la oportunidad de ver la plataforma
de escape, aunque estuviera en una posicién nunca antes explorada, las diferencias sig-
nificativas entre los grupos desaparecieron. Esta prueba se realizé para evaluar de forma
indirecta las habilidades natatorias y las capacidades sensoriales del animal después de
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la lesién estriatal y si, en
caso de deterioro de la
misma, el tratamiento
tréfico podia ser efectivo.
Aungque no se obtuvieron
diferencias significativas
en esta prueba, si se pudo
observar que los resulta-
dos coinciden con los ob-
tenidos en la prueba de
transferencia  donde las
latencias mds bajas fue-
ron desarrolladas por los
animales controles, segui-
do de una ejecucion in-
termedia de los grupos
NGFAQ y AO&NGF y con
una latencia mucho mds
alta desarrollada por los
grupos AQ y AONGF
(Fig.5).

Latencia de escape
(seg = ESM)

—m— Adquisicion —a— Transferencia

- - N N w w
S} 3 o a S 13}
. . . . . )

*

*
*
*

Latencia de escape (seg)

[9)]
L

CONTROL AQ NGFAQ AQ&NGF AQNGF

Figura 4. Comparacién de las pruebas de adquisicion y de
transferencia en los diferentes grupos experimentales. Las ba-
rras oscuras demuestran la mejoria en la ejecucion durante la
prueba de transferencia, mientras que las barras claras denotan

el empeoramiento de los resultados. **p<0.01

Rotaciones
inducidas por
anfetamina

Todos los grupos expe-
rimentales, incluyen-
do al grupo control

fueron sometidos a la
prucba de rotacion in-
ducida por anfetami-
na. En los animales
controles observamos

Control AQ

Figura 5. Comparacion entre todos los grupos experimentales en
la prueba de plataforma visible. No se observé ninguna diferencia

significativa.

NGFAQ AQ+NGF AQNGF la conducta de los mis-

mos cuando no existia
asimetria motora que
provocara giros en una
direccién. Estos ani-
males mostraron una
conducta estercotipa-

da tipica de la reaccién de un cerebro intacto ante la accién de un agonista dopami-
nérgico, que los mantuvo en un vaivén equilibrado, sin rotar a ninguno de los lados.
Esta conducta estereotipada fue disminuyendo en intensidad a medida que pasé el
tiempo de accién del agonista, hasta desaparecer a los 90 min.
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En los animales lesionados, la asimetria funcional de los ganglios basales, provocada por
lalesion unilateral del estriado derecho provocé que esta hiperactividad se expresara en
forma de un desplazamiento en circulos, con giros predominantemente hacia el lado de
lalesion. Se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias entre los
grupos experimentales en cuanto a la cantidad de vueltas totales. Este andlisis revel6
que mientras los grupos no mostraron diferencias significativas en la cantidad de vuel-
tas a la izquierda si se observé una diferencia marcada entre los grupos sometidos al AQ
con respecto a las vueltas al lado derecho (I 4= 4.61 p=0.0032).

Los andlisis post hoc (Duncan) demostraron que los animales pertenecientes a los gru-
pos AQ y NGF&AQ fueron los de mayor asimetria motora en su desplazamiento induci-
do por anfetamina y expresado en el mayor nimero de vueltas a la derecha.

La prueba de comparacién de medias ¢ de student demostré que la diferencias signifi-
cativas entre las vueltas a la derecha y a la izquierda también se evidenciaron en los gru-
pos AQ y NGF&AQ, he-
cho que reafirmé una
marcada asimetria en es-
tos animales (p= 0.001 y
p= 0.006 respectivamen-
te). Aunque en los grupos
restantes no se observa-
ron diferencias significa-
tivas, hubo una tenden-
cia a la asimetria sobre 2°°

todo en el grupo AONGF w:

(p: 0.069) . El grupo NGFAQ AQNGF AQ NGF+AQ

NGFAQ no present6 una ) . . . .
S p Figura 6. Actividad rotatoria inducida por anfetamina.
diferencia tan marcada

. Los grupos AQ y NGF+AQ denotaron una asimetria mar-
= 0.112).(Fig. 6). ETUpos ALy QO
(P )-(Fig. 6) cada, ipsilateral al hemisferio lesionado.**p<0.01.
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Estudios morfolégicos

Los resultados morfoldgicos denotaron una pérdida neuronal marcada en el estriado le-
sionado, con la presencia de nicleos picnéticos que demuestran la muerte celular, cua-
dro que se diferencia notoriamente de lo observado en el estriado contralateral intacto.
Se observé que la lesién con AQ produjo el encogimiento del estriado y el ensancha-
miento del ventriculo lateral derecho ipsilateral al estriado lesionado. Todos los anima-
les lesionados mostraron una hipertrofia de reactividad astrocitica observado en la in-
munohistoquimica de GFAP. Esta gliosis se observé a lo largo de todo el estriado pero se
observé también en la subtantia nigra y en el globus pallidus. Este resultado confirma la
existencia de una lesion unilateral provocada por el dcido quinolinico en estos animales
y permite suponer que los cambios provocados por la administracién de NGF se deben a
efectos de esta proteina que modifica la intensidad de esa lesion, aunque no se hicieron
estudios morfolégicos de los animales tratados.
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IV. DISCUSION

Nuestros resultados confirmaron que la administracién intraestriatal de dcido quinoli-
nico provoca la muerte de neuronas en esa estructura e induce defectos cognitivos y
motores comparables a los que se reportan en pacientes de EH, como fue demostrado
en anteriores estudios (Francis-Turner, 2000). Ademds, se demostré que la administra-
cién previa de NGF a los animales redujo los defectos cognitivos y la asimetria motora
inducidas por la lesion.

Como cra de esperar, los animales se comportaron de forma homogénea en la etapa de
adquisicién. Ademads, aquellos que excedieron los 25s de latencia media fueron retira-
dos, aumentando asi el grado de uniformidad inicial de los grupos. Lo anterior permite
considerar que cualquier cambio observado después de la lesion o el tratamiento con
NGF no es causado por diferencias iniciales entre los animales, teniendo en cuenta que
la distribucién por grupos se hizo de forma completamente aleatoria.

Por otra parte, la prueba de plataforma visible revela que las capacidades de nado y sen-
soriales, fundamentalmente visuales, no fueron seriamente comprometidas por la le-
sion. Ademds, aunque se observaron diferencias cualitativas entre los animales contro-
les y los lesionados en su forma de nado y en una marcada asimetria, estos fueron
capaces de utilizar mecanismos compensatorios que les permitieron obtener un resul-
tado final comparable a los controles. Esto se demuestra en el hecho de que los resulta-
dos de todos los grupos fueron similares en esta prueba. Por tanto, las diferencias obser-
vadas en las pruebas de retencién y transferencia indican un compromiso especifico de
mecanismos de memoria y no, afectacién de otras capacidades involucradas en la solu-
cién de la prueba.

Al comparar el dltimo dia de la adquisicién con el dia de retencién se observé un eleva-
do grado de amnesia retrégrada de todos los animales lesionados, tratados o no con
NGF. También, Furtado y Mazurek (1996), utilizando el mismo paradigma experimen-
tal en modelosde EH, observaron déficit en la retencién con la plataforma oculta.

Se observé una mejoria en la retencién de los animales tratados con NGF, dos dias antes
de aplicacion de AQ con respecto al grupo lesionado, mientras que los grupos con trata-
miento simultdneo o posterior a la lesion con AQ no evidenciaron mejoria alguna. Asi-
mismo, en la prueba de transferencia, que sirve para comprobar la presencia de amnesia
anterégrada, los animales tratados previamente (NGFAQ) o simultineamente
(NGF&AQ) tuvieron latencias inferiores a los lesionados (AQ) o tratados con posteriori-
dad (AONGF) pero superiores a los controles. Estos resultados pueden dar una idea de
la importancia del nucleo estriado en los procesos de aprendizaje y sugieren que el NGF
pudiera tener un efecto neuroprotector, pero no neurorestaurador, sobre las estructuras
estriatales agredidas por la neurotoxina, como lo indica la relaciéon demostrada entre el
momento de la aplicacién y los resultados conductuales.

Considerando que las interneuronas colinérgicas estriatales son la tinica poblacién neu-
ronal de esa estructura que expresa receptores al NGF (Koh y Loy, 1989) este efecto pre-
servador de las funciones de memoria pudiera atribuirse a una mejor supervivencia de
estas neuronas en el grupo NGFAQ v, en menor medida, al grupo NGF&AQ. Vasiljevic y
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cols (2004), demostré que la inyeccién unilateral de NGF en el estriado incrementd la
actividad de AChE de cerebro anterior ipsi y contralateral. Eljustifico esta situacion, te-
niendo en cuenta los receptores trkA y p75 son transportados anterogradamente hacia
la regién blanco del cerebro basal anterior y son capaces de establecer relaciones con los
receptores de alta afinidad de esta area del cerebro. Por otra parte Menei y cols. (2000)
han mostrado que el efecto neuroprotector también pudiera alcanzar, en menor medi-
da a otras poblaciones estriatales, lo que pudiera ser importante en relacién con las alte-
raciones motoras. A diferencia de otras patologias caracterizadas por la pérdida de la
memoria, los pacientes con EH tienen problemas con el recobrado de la memoria (San-
berg y Coyle, 1984), aspecto que hemos logrado reproducir en nuestro experimento.

El incremento significativo de las rotaciones, ipsilaterales al estriado lesionado, inducidas
por anfetamina se observé en los animales lesionados. La explicacién a esta conducta hi-
perquinética cldsica es la pérdida de las proyecciones gabaérgicas inhibitorias (Hamraye el
al., 1990). En este modelo, las ratas rotaron en respuesta a un agonista dopaminérgico
como la anfetamina que actda indirectamente por descarga de dopamina en las termi-
nales dopaminérgicas (Schwarz et al, 1992). Probablemente, la pérdida de proyecciéon
GABA¢érgica estriatal inhibitoria causada por lesion unilateral con AQ, produzca una ex-
citacién asimétrica en células que normalmente estdn bajo los efectos inhibidores de la
dopamina estriatal. El tratamiento con NGF antes y después, pero no simultaneo, redu-
jo las rotaciones inducidas por anfetamina en ambos grupos en relacién con el grupo
AQ. Este comportamiento singular parece sugerir que las causas de la asimetria motora
y del déficit conductual son diferentes y es dificil de explicar a la luz de los conocimien-
tos actuales. Is posible que el efecto antes citado sobre las neuronas GABAérgicas de
proyeccién estriatal sea responsable de esos efectos (Menei, 2000), aunque estudios
posteriores deben confirmar esa hipétesis.

Adicionalmente, nuestro estudio demostré que la lesion estriatal con AQ induce una marca-
da muerte neuronal en todo el estriado, acompariada por una gliosis evidenciada por la alta
reactividad en la expresion de GFAP. En los animales lesionados con AQ, esta marcada gliosis
aparece no solo en el estriado sino en otras dreas como globus pallidus y substantia nigra. Sin
embargo, estas dreas estdn lejos del sitio de inyeccion, por lo que resulta poco probable que la
difusion del AQ inyectado al estriado sea la causante de esta gliosis. Nos inclinamos a pensar
que esta reaccion tisular sea debida a la degeneracién retrégrada o anterégrada que habi-
tualmente se produce después de una lesion (Volpe el al., 1996), una consecuencia del au-
mento de la actividad neuronal en esas estructuras producto de la reduccién del efecto in-
hibitorio que normalmente ejerce el estriado.

Nuestros resultados indican un papel protector del NGF, que reduce el dafio provocado
por el AQ. Resultados obtenidos por Menei y cols. (2000) mostraron un 40% de supervi-
vencia neuronal en ratas sometidas a AQ con implantacion de células productoras de NGF
una semana antes de la lesion y confirman esta hipétesis. Esta accion neuroprotectora fue
mds intensa en los animales tratados antes de la lesién, moderada cuando el tratamiento
se hizo al mismo tiempo y estuvo ausente cuando el tratamiento fue posterior. La ausen-
cia de estos efectos en el grupo AONGF indica que esta neurotrofina no es capaz de pro-
mover procesos de plasticidad luego de que la lesién se encuentra establecida.
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Pudiera pensarse que el modesto efecto del NGF aplicado simultdneamente se deba a la
mayor rapidez y extension de los efectos del AQ, y que la implantacién del NGF junto al
AQ, lejos de contrarrestar los efectos de éste tiltimo, pueda disparar mecanismos bioquimi-
cos capaces de provocar la muerte celular por apoptosis a través del factor nuclear kB
(FN-kB), el cual es igualmente activado por AQ y factores neurotréficos en general. Los
efectos de su accién pueden ser fatales para las neuronas estriatales de ratas si se estimu-
lan por un largo periodo de tiempo (Qin el al., 1998), teniendo en cuenta que el NGF ac-
tda sobre una poblacién més restringida de neuronas colinérgicas estriatales, que repre-
senta solo el 10% del total de neuronas en el estriado, y su mecanismo de accién es lento
(Fallon y Loughlin, 1993).

Los resultados del presente trabajo confirman la validez y utilidad del modelo de lesion
con AQ para estudiar posibles estrategias terapéuticas destinadas al tratamiento de la
corea de Huntington.

Finalmente, la evaluacién del NGF con este propésito sugiere que la terapia neurotréfica
puede ser eficaz para prevenir el dafio neurolégico causado por la enfermedad pero no, para
corregir los déficits una vez que la lesién se establece. Adicionalmente, también se deben
tener en cuenta y estudiar las vias de administracién de los factores neurotréficos, de las
que dependerd en gran medida el éxito de la terapia (Castellanos-Ortega el al., 1999). Esta
accién del NGF, restringida a la neuroproteccién puede, sin embargo, ser de gran impor-
tancia si se considera que es posible actualmente predectr, con estudios genéticos y mo-
leculares, desde edades tempranas, qué individuos van a padecer la enfermedad, por lo
que las estrategias preventivas adquieren un valor relevante (Kordower, 1999).
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