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1.Introduccién
1.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida progresiva de
la integridad de la estructura y funciones de las neuronas involucradas en un
proceso especifico. Existe una gran variedad de enfermedades de este tipo, tales
como la ataxia de Friedrich, la enfermedad de Alzheimer (EA), la demencia con
cuerpos de Lewy o la enfermedad de Huntington (EH); pero todas tienen en comun
que son incurables, ademas de que los procesos como el estrés oxidante, la
neuroinflamacion y neurodegeneracion se encuentran presentes. (Martinez-Gopar,
2023)

1.1.1 Enfermedad de Huntington

La EH es una enfermedad hereditaria que tiene como consecuencia el deterioro
neuronal. Las personas que nacen con el gen HTT, también conocido como gen de
la huntingtina mutada, muestran sintomas que aparecen hasta después de los 30 o
40 anos. Los sintomas iniciales de la EH pueden incluir movimientos
descontrolados, torpeza y problemas de equilibrio, dado al dafio en el caudado-
putamen, nucleo que forma parte del sistema limbico, responsable del control de los
movimientos. Con el paso del tiempo el dafo progresa y mas adelante, puede
impedir caminar, hablar y tragar. Algunas personas dejan de reconocer a sus

familiares (Garcia et al., 2023).

Los datos sugieren que a medida que avanza la EH, se generan Patrones
Moleculares Asociados a Dafio (DAMP) capaces de activar a los receptores tipo Toll
(TLR), incluidos agregados de proteinas y constituyentes liberados de las neuronas
muertas (Griffioen et al., 2018). La nueva informacion propuesta por Griffioen
condujo al descubrimiento de varias proteinas adaptadoras de los TLR clase 4
(TLR4), como IRAK1, TICAM2 y MyD88, estan ligeramente elevadas en los
monocitos nativos de los pacientes con EH. Un aumento inicial acumulativo en la
expresion de varias de estas proteinas adaptadoras puede conducir a una mayor
transduccion de sefiales como TLR4 al Factor Nuclear kappa B (NFkB),

aumentando aun mas la desregulacion de la via de NFkB (Trauger et al., 2013). Al



mismo tiempo se descubriéo como la activacion deteriorada dependiente de TLR4 de
la cinasa IkB, p-65, cinasas ERK-1y 2, y ELK-1, asi como la acumulacién de mRNA
de c-Fos en R6/1 BMMC, de forma que se puede ver el papel de EH en las vias de
senalizacién que conducen al TLR4 a una acumulacion y secrecion de TNF (Pérez-
Rodriguez et al., 2020).

1.1.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), es un trastorno neurolégico que provoca la
muerte de las células nerviosas. Por lo general, la EA comienza paulatinamente y
sus primeros sintomas pueden atribuirse a la vejez o al olvido comun. A medida en
que avanza la enfermedad, se van deteriorando las capacidades cognitivas, entre
ellas la capacidad para tomar decisiones y llevar a cabo las tareas cotidianas, y
pueden surgir modificaciones de la personalidad, asi como conductas
problematicas. En sus etapas avanzadas, la EA conduce a la demencia y finalmente

a la muerte (Romano, 2007).
1.1.3 Esclerosis multiple

La esclerosis multiple es la enfermedad neurolégica cronica mas frecuente en
adultos jovenes la cual se caracteriza por episodios de disfuncion neuroldgica
diseminados en el espacio y el tiempo que originan una gran variedad de sintomas,
segun la zona del Sistema Nervioso Central (SNC) afectada. El 90% de los
pacientes de esclerosis multiple presentan un curso clinico caracterizado por la
aparicion de episodios o brotes de disfuncién neurolégica mas o menos reversibles,
que se repiten cada cierto tiempo y que, a medida que se repiten, van dejando
secuelas funcionales neurolégicas (forma en brotes o recidivante-remitente)
(Fernandez et al., 2015).

1.1.4 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP), corresponde al desorden del movimiento mas
comun y a la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente del SNC.
Predomina en hombres y la edad usual de presentacion comprende entre los 65y

70 afos. En la neuropatologia intervienen los niveles en deplecion de dopamina,



secundario a las inclusiones citoplasmaticas de alfa-sinucleina. Los sintomas
motores cardinales corresponden a la bradiquinesia, tremor en reposo y rigidez
(Morales, K et al., 2022).

1.2 Modelos de enfermedades neurodegenerativas

1.2.1 Enfermedad de Alzheimer

La neurodegeneracion de las neuronas colinérgicas, noradrenérgicas,
serotoninérgicas, gabaérgicas y glutamatérgicas se observa en distintas areas
cerebrales relacionadas con la memoria como pueden ser el cortex de asociacién y
el sistema limbico. El biomarcador para su diagnostico es la presencia de depdsitos
extracelulares de amiloide e intracelulares de TNF. Los depdsitos de amiloide son
agregados de 3 amiloide (AR), péptidos de 39 a 43 aminoacidos que derivan de una
gran proteina transmembrana denominada APP. Los TNF son filamentos
helicoidales compuestos por proteina tau hiperfosforilada asociada a microtubulos.
Hasta la fecha las mutaciones identificadas en familias con EA (APP/PS) alteran el
procesamiento de la APP con la consecuente acumulacion de A. En concreto, la
produccién del péptido AR incrementa la predisposicidon a formar depédsitos a
amiloide (Payno, 2009).

1.2.2 Esclerosis multiple

La esclerosis multiple se induce mediante inmunizacion activa o transferencia de
células T especificas contra antigenos de la mielina. Para la inmunizacion activa se
inyecta al animal un homogenizado del sistema nervioso central o bien proteinas o
péptidos de la mielina emulsionados en el adyuvante completo de Freud. En algunas
especies, como los ratones y los primates, es necesario también la administracién
de Bordetella pertussis. Aunque se desconoce el mecanismo preciso, se piensa que
ésta participa en la permeabilizacion de la barrera hematoencefalica. De esta forma,
se desarrolla una respuesta mediada por células T CD4+ frente al antigeno
encefalitogénico utilizado. Para la inmunizacion por transferencia pasiva, a partir de
los ratones inmunizados se obtienen células de ganglios linfaticos o esplenocitos,
qgue son administrados por via intravenosa a ratones sanos induciendo la esclerosis

multiple. Transcurridos unos 10 dias de la inmunizacion activa o 3-4 dias de la
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transferencia pasiva, aparecen los primeros signos clinicos de esclerosis multiple,
que consisten en una paralisis ascendente que afecta inicialmente la cola y progresa

hacia las extremidades anteriores (Moreno, 2012).
1.2.3 Enfermedad de Parkinson

La neurotoxicidad del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (farmaco
desarrollado para sintetizar petidina - meperidina) ha sido demostrada en diversas
especies animales, incluyendo macacos, ratones (C57Black) y gatos. No existe una
explicacién adecuada para la diferente vulnerabilidad de las distintas especies
animales al MPTP; no obstante, se ha postulado que puede estar relacionada con
diferencias en el metabolismo del MPTP y la distribucion y retencion cerebral de su
metabolito, el MPP+. Para algunos autores, la neurotoxicidad del MPTP es
dependiente del contenido de neuromelanina, ya que la afinidad del MPP+
(metabolito del MPTP, disefiado para modelar a la enfermedad de Parkinson) por la
neuromelanina es muy alta y dicho pigmento esta presente en las NDA (coenzima
del metabolismo celular), mientras que para otros esta relacionada con la actividad
de la MAO-B (enzima que degrada la dopamina) a nivel de los capilares cerebrales.
En cuanto a las alteraciones conductuales, se ha reportado que una gran variedad
de primates no humanos desarrolla también un sindrome parkinsoniano cuando se
les administra MPTP. Estos animales muestran una reduccién muy importante de la
actividad espontanea, rigidez, bradicinesia y temblor; muy pocos desarrollan el
temblor de reposo caracteristico de la EP. Los sintomas parkinsonianos son
inicialmente transitorios, pero se hacen permanentes con la administracion repetida
de la toxina. Los mecanismos implicados en la recuperaciéon espontanea que
experimentan estos animales no se conocen, pero pueden estar relacionados con
una modificacion transitoria de otros sistemas de neurotransmisién, diferentes al
nigroestriado (Adriana,A.2010).

1.2.4 Modelos experimentales de la EH

Los estudios realizados para aumentar el conocimiento de la etiologia de la EH, y

la constante busqueda de alternativas terapéuticas, ha hecho incuestionable la



importancia del uso de la experimentacion animal. Aunque la EH no se manifiesta
en los animales de manera espontanea, se han desarrollado modelos
experimentales de la enfermedad, que han ayudado a estudiar los mecanismos
involucrados en la patogenia de ésta, permitiendo desarrollar estrategias
terapéuticas. No existe un modelo experimental unico que satisfaga completamente
los requerimientos de similitud con la EH en cuanto a fenomenologia clinica, aspecto

histologico y genético (Teresa et al.,2011).

Modelos téxicos. La muerte neuronal excitotoxica lenta puede producirse como

consecuencia de un defecto en el metabolismo oxidativo. Las interrupciones en la
sintesis de ATP pueden conducir a despolarizacion neuronal parcial con activacion
de receptores NMDA, lo cual provocaria dafno neuronal excitotoxico secundario
(Teresa et al.,2011).

Modelos basados en excitotoxicidad. Se ha descrito que los modelos de

excitotoxicidad han sido utilizados con mayor frecuencia cuyos mecanismos de
excitotoxicidad estan basados en la sobreexcitacion de las neuronas como
resultado de estimulacién propagada y continua de receptores a aminoacidos
excitadores, lo que produce alteraciones serias en la fisiologia de las neuronas,
conduciéndolas a muerte celular, aprovechando distintas opciones tales como

glutamato, el acido kainico y el NMDA (Teresa et al.,2011).

Modelos basados en la alteracion del metabolismo. La teoria de la excitotoxicidad
explica el mecanismo de muerte neuronal en la EH y en otras enfermedades
neurodegenerativas como una primera causa de muerte neuronal, pero una posible
explicacion de la toxicidad del glutamato podria ser también déficit en la produccién
de energia mitocondrial. Por lo tanto, se hipotetiz6 que alteraciones en la
fosforilacion oxidativa pueden ser el déficit primario que predispone a la
degeneracion neuronal secundaria a la toxicidad por glutamato (Beal et al., 1993b).
Toxina con la que puede ser producido este tipo de alteraciéon metabdlica: Acido 3-
nitropropionico (3-NP; inhibidor del complejo Il de la cadena respiratoria

mitocondrial) (Teresa et al., 2011).

1.4 Modelos basados en la alteracion del metabolismo



1.4.1 Caracterizacion del dano citotoxico inducido por AQ

El dafio citotoxico cerebral, muestra determinadas sefiales cuando éste es inducido
de forma correcta, de forma que confirma el funcionamiento adecuado del
procedimiento desarrollado en los sujetos. Estas sefales se confirman y evaluan

mediante distintos parametros tales como:
1.4.1.1 Prueba de giros ipsilaterales

La apomorfina, al ser un agonista dopaminérgico, induce giros ipsilaterales. Este
efecto se debe a que la apomorfina estimula los receptores dopaminérgicos en el
cerebro, especialmente en el sistema nigroestriatal, lo que altera el equilibrio de la

actividad motora y causa los giros (Nagendran, A 2024)
1.4.2 Dafio oxidante

El estrés oxidativo puede participar a través de numerosos mecanismos
etiopatogénicos en el proceso de neurodegeneracion, caracteristico del grupo de
enfermedades conocidas como neurodegenerativas, tales como la EA, , la EP, la
EH y la esclerosis lateral amiotrofica (Bailo et al., 2022). Existen parametros de
evaluacion para distinguir un dafio oxidativo: Medicion de especies reactivas de

oxigeno, entre otros.
1.4.3 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son producidas como una consecuencia
del metabolismo aerdbico fisiolégico normal. La cadena de transporte de electrones
de la mitocondria, los peroxisomas, la NADPH oxidasa, la 6xido nitrico sintetasa
desacoplada y el sistema del citocromo P450 son las fuentes mas importantes de
produccién de los ROS. El desbalance entre la produccion de los ROS y el sistema
de defensa antioxidante en los sistemas vivos ocasiona una ruptura de la funcién

celular y dafo (Carlos & Carlos, 2019).
1.4.4 Alteraciones motoras

La EH se caracteriza clinicamente por la presencia de alteraciones del

comportamiento, alteraciones afectivas y cognitivas asociadas a una disfuncion
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motora progresiva y antecedentes familiares compatibles con una transmisién

autosdmica dominante.

La edad promedio donde puede iniciarse la aparicion de la sintomatologia de la EH,
es a los 38 anos. De forma caracteristica los signos iniciales son la inquietud
generalizada, alteraciones del suefio, cambios en el comportamiento, asi como
ansiedad y depresion (Rodriguez et al., 2013) con unos limites que pueden variar
entre la segunda y la séptima décadas de la vida. La edad de inicio y gravedad de

la enfermedad dependen del tamario de la expansién de la secuencia CAG.
1.5 Pruebas para evaluar las alteraciones motoras
1.5.1 Prueba de marcha o de viga de equilibrio

Permite detectar deficiencias sutiles en la motricidad y el equilibrio, en comparacion
con otras pruebas motoras. Esta prueba evalua la capacidad del animal para
caminar sobre una viga larga y estrecha, colocandolo en esta para observar que
pueda caminar en ella sin caerse, realizando la prueba en una plataforma estrecha

y elevada (Kamal et al., 2025).
1.5.2 Secuencia de habilidades motoras (MOSS)

La conducta motora esta mediada por una red neuronal compleja que se origina en
la corteza y termina en los musculos esqueléticos, involucrando tractos neuronales
y vias de conexién de la primera y la segunda motoneurona. Existen diversos
meétodos para determinar anomalias de la marcha en pequefos roedores. La prueba
MOSS, esta disenada para detectar déficits latentes en el rendimiento motor (Kamal
et al., 2025).

1.5.3 Prueba de barra horizontal

Esta prueba se basa en el hecho de que la capacidad de agarre de los roedores es
inversamente proporcional al diametro de la barra, la prueba de la barra horizontal
se centra unicamente en la fuerza de agarre estatica del animal y no evalua su

capacidad para responder a condiciones cambiantes (Kamal et al., 2025).
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1.5.4 La prueba de la pantalla invertida

La Prueba de la pantalla invertida mide la fuerza muscular, la coordinacion y la fatiga
general de los roedores, cronometrando el tiempo que pueden aferrarse a una malla
de alambre invertida. Este método rapido y econémico mide la funcion motora
(Kamal et al., 2025).

1.5.5 Prueba de rotarod

La prueba de rotarod permite evaluar los efectos neurologicos de los farmacos, al
igual que el dafio causado por padecimientos tales como la EP, la esclerosis lateral
amiotrofica, la EH y algunas lesiones cerebrales traumaticas. Por lo tanto, su
aplicacion se vuelve sumamente util para la medicion de los efectos causados ya

sea por una enfermedad o por un medicamento (Nagendran, A 2024).

Rotarod es una prueba para evaluar la funcién motora y la coordinacién en roedores.
El equipo conta de un motor interno que hacer girar un rotor en el cual se posiciona
a cada sujeto para ser evaluado, teniendo 4 secciones separadas para realizar un
maximo de 4 sesiones simultaneas; aunado a esto, cuenta con un panel de control
que permite programar la sesion de trabajo correspondiente, ya sea de
entrenamiento o evaluacion. La coordinacion motora o la fatiga se pueden evaluar
midiendo el tiempo que el animal permanece en una varilla giratoria antes de caerse.
Esta es una de las pruebas mas utilizadas para evaluar la funcion motora, que
cuenta con diversos tipos y protocolos con ruedas de carrera complejas (Kamal
et al, 2025).
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Esta prueba requiere que los ratones se equilibren en una varilla giratoria que ira
acelerando de forma progresiva, de forma que su latencia para caer brinda los datos
que se registran como la medida del punto final. Los ratones pueden ser evaluados
a una velocidad establecida (usualmente la velocidad mas alta a la que los ratones
pueden equilibrarse), para diferentes ensayos o a una velocidad gradualmente
acelerada de 0 a 40 rpm durante 5 min dentro de un ensayo. Se le atribuye a la
fatiga cierta influencia en los resultados obtenidos de la varilla acelerada, mientras
que la latencia de caida con la varilla a una velocidad constante, que es mas
sensible a los cambios biolégicos que influyen en la coordinacién motora y el
equilibrio (Hanlon & Vanderah, 2010).

2. Justificacion

La comprensiéon del como las enfermedades neurodegenerativas dafian de manera
significativa la salud de los pacientes, es clave en el planteamiento de estrategias
terapéuticas, ya que el entender cdmo es su mecanismo de funcionamiento, permite
el desarrollo de tratamientos que se dirijan a los puntos clave del mismo, mejorando
asi la calidad de vida de quienes son aquejados por ellas. A nivel experimental,
empleando un modelo experimental de enfermedad neurodegenerativa (EH)
permitira confirmar la existencia de la relacion entre la prueba de rotarod y la prueba

de giros ipsilaterales, esclareciendo asi un mecanismo de dafio.

El desarrollo de este experimento se relaciona con las actividades y objetivos del
médulo “LOS FARMACOS COMO MODIFICADORES DE FUNCIONES
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BIOLOGICAS”; tales como: manejo de animales de experimentacién y obtencion de

muestra, vias de administracion, absorcion y distribucién, entre otros.

2.1 Vinculacion con la sociedad

Misioén

“Contribuir al bienestar y la equidad social en cumplimiento con el derecho de

proteccién a la salud a través de la innovacion cientifica, la excelencia académica y

la calidad y seguridad de los servicios de salud en el ambito de las neurociencias”.
Vision

"Ser la institucion publica lider a nivel nacional e internacional en atencion médica
integral; enfocada principalmente en el sistema nervioso, el desarrollo de

investigacion clinica, cientifica y en la formacion de capital humano, con el mas alto

grado de humanismo, calidad y eficiencia".
3. Hipotesis

Si el sujeto de experimentacion muestra giros en la prueba de conducta rotatoria
(medicion de giros ipsilaterales), se mostrara un deterioro en la conducta motora en

la prueba de rotarod.
4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Demostrar que la administracion intraestriatal de AQ en ratones, induce dafo

neuroldgico y reduce la capacidad motriz.
4.2 Objetivos especificos

e Validar la prueba de rotarod con ratones de la cepa C57Black, intactos.

e Caracterizar la respuesta a la prueba de rotarod en un raton C57Black
lesionado con AQ.

e Correlacionar el dafio causado por el AQ en el ratén C57Black con el cambio

en la respuesta mostrada en la prueba de rotarod.
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5. Materiales y métodos

5.1 Disefo experimental

Recepeion de sujetos perido A - Primer dia del Segundo dia de tercer dia del

desde el bioterio al adaptacion al entrenamiento entrenamiento entrenamiento de
laboratorio cuarto de sujetos de rotarod de rotarod rotarod
evalucidn de la
g prueba de rotarod
prequirirgica
evaluacion de la " periodo de " )
diseccion cerebral prueba de rotarod HIEREETS recuperacion cirugia de lesion
postquinurgica ipsilaterales pestouirurgica estereotdxica

B g W BB

. Rat6n lesionado <~~~ A\ raton sano
AQ- I, 11, 11t et SSH, IL, 1l

Figura 2 Esquema del disefio experimental. Este esquema resume el proceso seguido durante todo el experimento
desarrollado

5.2 Animales

En este trabajo se utilizaron ratones maho de la cepa C57BL/6J (WT). Estos fueron
mantenidos en condiciones de temperatura, humedad y ciclos luz-oscuridad de
12:12 horas, con agua estéril y alimento proporcionados por el Bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia Manuel Velasco Suarez (INNN MVS). Los ratones
estuvieron dentro de un rango de peso de 25-30g y fueron hospedados en cajas de

acrilico.
5.3 Preparacion del AQ

En una balanza analitica, pesar la cantidad de 0.4000 a 0.4012g de AQ,
posteriormente, disolver el AQ con 7 mL de Solucién Salina Inyectable (SSI) en un
vaso de precipitado de 10 mL. Preparar 2 soluciones de NaOH, a una concentracion
de 1M y otra a 0.1M para llevar la solucion de AQ a un pH de 7.2 a 7.4, para
finalmente aforar la solucién a 10 mL con mas SSI. Por ultimo, tomar una alicuota

de 10 pL de la solucién de AQ y aforar con 70uL de SSI.
5.4 Lesién estereotaxica

La lesion estatal con AQ, se llevé a cabo de acuerdo con la tesis “Papel del receptor

Toll-like 4 en los procesos de neurodegeneracion e inflamacion asociados a la
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enfermedad de Huntington” (Martinez-Gopar 2023), se realizaron el modelo de

acuerdo a los procesos que ahi se indican.
5.4.1 Cirugia Estereotaxica

Como primer paso se prepara el anestésico disolviendo 140 uL de pentobarbital en
860 pL de SSI (81.9 mg/kg) y administrar por via IP al raton 10uL/g de peso.
Posteriormente se limpia la cabeza con H202 y poner 2 gotas de lidocaina
esparciendo por la cabeza. Una vez que se absorbio la lidocaina, se fija al ratdén
en el estereotaxico usando los lapices y el bozal, presionando hacia los lados la
cabeza con una microespatula para confirmar la inmovilidad del craneo. Una vez
inmovilizado se hace una incisién en la cabeza sin danar el craneo. Después de
debe ubicar el punto craneal Bregma y posicionar la aguja de la jeringa Hamilton en
este punto, para tomar las medidas que se usaran como punto OAP, OML, ODV y
moverse a las coordenadas segun el atlas de paxinos y Watson, para dirigirse al
nucleo estriado +0.6AP, -2.0ML, -2.7DV. Marcar con un lapiz este punto y realizar

un trépano.

Se carga la jeringa Hamilton con la solucién final de AQ y administrar 1uL a una
velocidad de 0.333 nL/min. Una vez terminada su administracion, se dejan 10min

de difusién y se sutura la herida.
5.5 Evaluacion de conducta de giros ipsilaterales

La conducta de giros inducida por apomorfina posterior a la lesion se realizé acorde

a la tesis de Martinez-Gopar 2023:

5.5.1 Preparacion de Apomorfina

Pesar 0.1g de acido Ascérbico y diluirlos en 10 mL de SSI. Después pesar 1.6 a
1.7 mg de apomorfina y disolver en agitador vortex con la solucion de acido
ascorbico, la cual se utiliza para que la apomorfina se pueda disolver y no sufra

oxidacion.

5.5.2 Evaluacion de los giros ipsilaterales

Administrar 10 yL/g de raton de la solucion de apomorfina por via intraperitoneal y
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esperar 2 min hasta ver piloereccién y después de 5 min de la administracion se

empiezan a contar los giros ipsilaterales durante una hora.
5.6 Evaluacion de coordinacion motriz mediante la prueba con equipo rotarod

Los ratones tuvieron un periodo de adaptacion a su carril durante 10 minutos antes
del inicio de la prueba. Previo a este periodo de adecuacion, se preparoé el rotor,

limpiando cada carril del aparato con etanol al 70%.

A continuacién, se inicio la velocidad en 4 rpm, configurando la aceleracion en 5
minutos y la velocidad final en 40 rpm para proporcionar una aceleracién constante

de 4 a 40 rpm durante un periodo de 5 minutos.

Después del periodo de adecuacion, se colocaron a los sujetos en el rotarod en sus
respectivos carriles mientras la varilla gira a 4 rpm. Una vez que todos los sujetos
estén en sus respectivos carriles, se inicia prueba. Se registrara la latencia para
caer del raton. Nota:Se puede emplear un temporizador secundario como respaldo.
Una vez finalizada la prueba, se permitira que cada sujeto descanse en cajas

aisladas durante 10 minutos antes de la siguiente prueba para evitar la fatiga.
6. Resultados

Se realizo la caracterizacion de la respuesta a la prueba de rotarod en la evaluacion de

ratones intactos y lesionados con AQ.
6.1 Entrenamiento

Se peso a cada raton antes de iniciar el primer ciclo de cada dia de entrenamiento, y una
vez hecho esto, se programa al equipo a la primera velocidad de entrenamiento, poniendo
el switch de inicio en el modo “run” y programando la velocidad a 10 rpm con la perilla
SPEED/SLOPE y se sube cada ratén. Antes de iniciar el entrenamiento, se les hacen
marcas en la cola con un plumén, para poder diferenciar a cada sujeto. Posteriormente se
le permiten 5 intentos a cada ratén en la primera velocidad, para resistir un minimo de 25
segundos, anotando en la bitacora el maximo de tiempo conseguido por cada ratén. Se
recomienda que después de la primera caida, se le permita a cada ratdén explorar el equipo
con el fin de disminuir el estrés que puedan sentir y asi muestren los mejores resultados

posibles. Una vez que se cumplan los 5 intentos con cada raton, se les permite descansar
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con agua y comida por 10 min; mientras este descanso de da se debe limpiar de desechos
todo el rotor y cada platina utilizando toallas de papel con una solucién de etanol al 70%.
Una vez que se cumpli6 el tiempo de descanso se inicia el segundo ciclo de entrenamiento,
a las mismas condiciones, pero aumentando la velocidad del equipo a 20 rpm, y una vez
que todos los ratones hayan pasado nuevamente por la prueba, se les dejé descansar otros
10 min con agua y comida. Se repite este mismo proceso otras 2 veces, pero una a 30 rpm

y la otra a 40 rpm, registrando todos los resultados en una tabla como la siguiente:

Tabla 1 Registro de entrenamiento de rotarod. En la tabla se muestran diferentes grupos de sujetos tratados con solucion
salina (551) como control o sujetos lesionados estriatalmente con AQ.

Sujeto  PESO (g)  Tviorom®?  Tv2orpm®®?  Tvaorpm®*?  Tvaorpm©e?
I-AQ 25 30 8 7 0
II-AQ 28 12 9 5 0
H-AQ 26 56 63 13 5
I-SSI 25 92 63 36 3
1I-SSI 25 59 38 11 0
I-SSI 25 20 8 3 0

g: gramos, rpm: revoluciones por minuto, seg: segundos, AQ: dcido quinolinico, SSl: solucion salina inyectable

Este es el proceso de entrenamiento completo de un dia, el cual se debe repetir de la misma

forma durante 3 dias consecutivos.

Figura 3 Sujeto en entrenamiento en el rotarod. Se muestra la imagen donde el ratdn estd teniendo tiempo de

reconocimiento en el equipo.

17



6.2 Evaluacion previa a la lesion

Al dia siguiente de que se terminé el tercer entrenamiento se realizé la evaluacién, en la
cual se programa el rotarod. Se programo el rotarod colocando el switch de inicio en la
opcion ACC y seleccionando con la perilla SPEED/SLOPE 5 minutos como el tiempo para
alcanzar la velocidad maxima. Antes de subir a los ratones al equipo, se debe revisar que
tanto el rotor como las platinas se encuentren limpios (en caso de que este se encuentre
sucio, se deben limpiar con la misma solucidn de etanol), y una vez limpias se pesa cada
ratébn y se sube al rotor, y en cuanto este comience a caminar, se presiona el boton
START/STOP para que el rotor comience a acelerar, hasta que finalmente el ratén caiga, y
se almacenan los datos de velocidad maxima alcanzada y tiempo maximo resistido sin caer.
Una vez que todos los sujetos hayan pasado por la previa se les deja descansar 10 min y

se repite la misma, para corroborar que los datos sean correspondientes entre si.

Tabla 2 Registro de respuesta a la prueba de rotarod antes de la lesion.

Sujeto Peso(g) T(seg) V (rpm) T+10min (seg) V +10min (rpm)

I-AQ 24 91 15 109 17
l-AQ 29 117 18 125 20
n-AQ 26 128 19 113 18
I-SSI 24 110 17 63 11
11-SSI 25 96 15 65 17
l1-SSI 25 64 11 102 16
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Figura 4. Equipo de Rotarod. Figura 5 Sujeto realizando la evaluacion.
6.3 Lesion estereotaxica
La cirugia estereotaxica fue realizada de acuerdo al procedimiento previamente indicado, y

acorde a las condiciones experimentales brindadas, inyectando el AQ a los ratones

marcados como AQ, y con solucién salina a los marcados como SSI.

Figura 6. Equipo estereotdxico para roedor. Marca Stoelting. Figura 7. Sujeto en el proceso quirdrgico.
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6.4 Evaluacion de rotarod posterior a la cirugia.

Una vez concluida la cirugia, se cede un tiempo para recuperacién postquirurgica, para
posteriormente repetir el mismo procedimiento para la evaluacién del grado de degradacion

de la capacidad motora.

Tabla 3 Registro de respuesta a la prueba de rotarod postquirtrgica

Sujeto Peso(g) T(seg) V (rpm) T+10min (seg) V +10min (rpm)
I-AQ 23 85 14 111 17
-AQ 26 121 17 118 18
-AQ 23 35 8 45 9
1-SSI 24 120 18 135 21
1I-SSI 25 106 17 118 18
I-SSI 25 75 13 124 19

g: gramos, rpm: revoluciones por minuto, seg: segundos, AQ: dcido quinolinico, SSl: solucion salina inyectable

Figura 8 Prueba de rotarod postquirurgica, donde se observa la degradacion de la capacidad motora

6.5 Prueba de giros ipsilaterales

La prueba de giro, se realizé de acuerdo a el procedimiento previamente explicado en la
seccion de material y métodos. Los resultados mostrados en esta prueba confirman la

correcta ejecucion de la cirugia estereotaxica.

20



Tabla 3 Registro de respuesta a prueba de giros ipsilaterales

sujeto | n° de giros ipsilaterales
I-AQ 2
[I-AQ 5
-AQ 126
I-SSI 0
[I-SSI 0
[11-SSI 0

AQ: dcido quinolinico, SSI: solucion salina inyectable

Figura 9 Prueba de giros ipsilaterales. Imagen representativa.

6.6 Comparacion del dafio causado por la cirugia estereotaxica y la degradacion de la

capacidad motora mostrada en la prueba de rotarod

Tabla 4 Comparacion entre el dafio causado por el AQ y al cambio en la capacidad motora mostrado en la prueba de

rotarod
Sujeto M T(seg) MV (rpm) M T(seg) MV (rpm) N° de giros
prequirdrgico prequirdrgico postquirdrgico | postquirdrgico | ipsilaterales
I-AQ 100 16 98 15 2
I-AQ 121 19 119 17 5
-AQ 120 18 40 8 126
[-SSI 86 14 127 19 0
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[1-SSI

80 16 112 17 0

[11-SSI

83 13 L) 16 0

g: gramos, rpm: revoluciones por minuto, seg: segundos, AQ: dcido quinolinico, SSl: solucion salina inyectable

7. Discusion

El objetivo de este trabajo fue validar el uso del rotarod en ratones para tener de manera

cuantitativa su estado neurolégico, manifestado por la coordinacion motora, mostrado en

un ratén sano (administrado unicamente con SSI) y para compararlo, ratones lesionados

con AQ fueron probados también.

Se logré demostrar que la prueba de rotarod es adecuada para valorar el estado de dafio

y deterioro cerebral de un ratén, en particular al nucleo estriado.

A continuacion de brindara una descripcion en detalle los logros de este trabajo:

1)

Se logré validar la prueba de rotarod con sujetos sanos administrados
intraestriatalmente con SSI. Demostramos que el método utilizado para la
evaluacion por rotarod es viable para futuros experimentos donde esta prueba sea
requerida.

Se logro caracterizar la respuesta a la prueba de rotarod en un sujeto lesionado con
AQ, objetivo que se logré observando como efectivamente, el dafo causado por el
AQ, deteriora la capacidad motora del ratén de forma que corresponde directamente

el dafno causado.

También se hace notar que la falta de condiciones adecuadas para la ejecucién no
permitid que se realizaran de manera 6ptima los procedimientos sefalados. Los
animales asignados para el experimento se encontraban en un rango de peso de
19-25 g, cuando la literatura sugiere el uso de Ratones de 25-30g; por lo que algunos
sujetos no tenian ni el peso ni la madurez necesaria para obtener los resultados
esperados tras la cirugia estereotaxica, y por el mismo motivo no se mostraron datos
claros que expliquen la relacion esperada entre los resultados de la pruebas de giros
ipsilaterales inducidos por apomorfina y el deterioro de la respuesta motora

mostrada en la prueba de rotarod.
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7.1 Recomendaciones

Tras la realizacion de este proyecto se encontraron distintos inconvenientes detallados
anteriormente, por lo que se recomienda repetir el experimento con las condiciones
adecuadas , de tal forma que el peso y la madurez de los sujetos sea el 6ptimo para la
obtencion de los resultados que se esperan, de forma que se confirme la correlacion antes

mencionada.
7.2 Aporte a la sociedad

El desarrollo de este proyecto permitié generar un método de trabajo que permita realizar
experimentos complejos para la comunidad cientifica futura, de tal forma que los
impedimentos actuales pierdan relevancia en el camino hacia una mejoria exponencial
tanto en los procesos utilizados como en ellos resultados obtenidos en los experimentos

donde este procedimiento sea necesario.

8. Conclusion

La prueba de rotarod permite evaluar los efectos neuroldgicos de los farmacos al
igual que los niveles de fatiga y el rendimiento fisico. Por lo tanto, su aplicacién se
vuelve sumamente util para la medicién de los efectos causados ya sea por una
enfermedad o por un medicamento. Particularmente esta prueba brindé informacion
cuantitativa de la funcién motora y la coordinacion en roedores, midiendo el tiempo que el

animal permanece en cada etapa de la prueba.

Se logro validar esta informacion en los ratones de cada grupo evaluado, los lesionados
con AQ y los controles administrados intraestriatalmente con SSI. Dejando establecido el
uso de este equipo para ejecutar la prueba de coordinacién motora en el laboratorio para el

protocolo que corresponda.
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