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Introduccion:

La enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es una patologia neurodegenerativa con herencia
autosomica dominante descrita por George Huntington en 1872. El comienzo de la
enfermedad se sitia en la edad media de la vida, habitualmente entre los 30 y 50 afios. La
EH se caracteriza por movimientos musculares anormales (normalmente movimientos
coreicos), alteraciones emocionales y deterioro progresivo de funciones cognitivas, que
conducen a lamuerte en 10 a 15 afos (Gourfinkel-An, et al., 1997; Zeron et al., 2002; Serrano,

etal., 2011).

La EH es derivada de la pérdida de la actividad normal de la proteina huntingtina (Htt)
debido a una mutacioén en el primer exon del brazo corto del cromosoma 4 del gen que la
codifica (Martinez, 2023; Saavedra, 2023). La huntingtina mutante (Httm) resulta de una
expansion anormal de repeticiones del trinucledtido citosina-adenina-guanina (CAG) que
codifican un tramo de poliglutamina (poliQ) en la regiéon N-terminal de la proteina Hitt.
(Auerbach et al., 2001; Zeron et al., 2002). La Htt normal (<36 CAG) regula el transporte
anterdgrado y retrogrado de vesiculas endociticas al interactuar con varios mediadores de
trafico celular. La Htt normal es mayoritariamente citoplasmatica, y esta presente en los
nucleos de las neuronas, las dendritas y las terminales axonicas, y en cantidades mas
pequefias, en multiples compartimentos subcelulares, e interfiere con multiples vias celulares
interactuando con mas de 200 proteinas; por lo que las interacciones anormales de la Httm
(Mayor a 37-250 CAG) con proteinas podrian, en parte, mediar su toxicidad evocando
defectos en la dindmica mitocondrial y el trafico de orgéanulos, lo que, a su vez, podria
provocar una falla bioenergética llevando a una disfuncion neuronal y muerte celular (Li &

Li, 2004; Sugars et al., 2003; Bossy-Wetzel et al. 2008).

Desde el punto de vista patologico, la caracteristica temprana mas evidente, es una
atrofia macroscéopica marcada del neoestriado con degeneracion neuronal concomitante
dentro del nticleo caudado y el putamen que suele ir acompanada de pérdida de células en la
corteza cerebral, y atrofia cerebral generalizada (Menalled et al., 2002; Ferrante, 2009). Sin
embargo, no todas las neuronas se ven afectadas por igual dentro del neoestriado. El sello

distintivo de la neuropatologia en la EH es la neurodegeneracion selectiva de las neuronas de



proyeccion espinosas de tamafio mediano con abundantes receptores para N-metil D-
aspartato (NMDA), que constituyen aproximadamente el 90% del contenido de neuronas
estriatales, las cuales se ven afectadas desproporcionadamente de manera temprana y mas

grave (Ferrante, 2009; Saavedra, 2023).

En la EH se han encontrado alteraciones en las concentraciones de
diversos neurotransmisores en varias zonas cerebrales, especificamente en el cuerpo estriado,
se ha demostrado un descenso significativo en las concentraciones del neurotransmisor acido
gamma-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), acetilcolina, sustancia P y dinorfina
mientras que el contenido de somatostina y neuropéptido Y, esta aumentando. Estos cambios
reflejan el grado de afectacion de los diferentes tipos celulares responsables de la sintesis y

liberacion de esos neurotransmisores (Bonilla, 1987).

El término excitotoxicidad fue acufiado para describir la excitacion neuronal excesiva
por el transmisor glutamato, lo que resulta en estrés celular o muerte debido al influjo de
sodio, calcio y agua (Rothman & Olney, 1995). En condiciones fisiologicas, la liberacion de
glutamato inducida por el potencial de accion, media la despolarizacion répida de las
membranas neuronales al activar los receptores ionotrépicos (NMDA, entre otros) en las
espinas dendriticas o los sitios de liberacion de neurotransmisores presinapticos. La
acumulacion de glutamato debido a una estimulacion excesiva o una captacion disminuida
también puede activar los receptores extrasindpticos en los ejes dendriticos o el soma celular.
Debido a propiedades como alta permeabilidad al calcio, gran conductancia de canal tnico y
cinética lenta de desensibilizacion y cierre de canal, los receptores NMDA juegan un papel
importante en la excitotoxicidad (Rothman & Olney, 1995; Raymond, 2003; Dingledine et
al., 1999).

Existe evidencia que sugiere que los procesos excitotdxicos y el estrés oxidante estan
involucrados en la etiologia de la EH, en donde la muerte celular excitotoxica estd mediada
por la liberacion de glutamato de las aferencias corticales y la activacion de los receptores a
NMDA. Las lesiones excitotoxicas del cuerpo estriado, tipicamente generadas por una
activacion mas selectiva de los receptores NMDA en animales, producen efectos que se
asemejan a los cambios neuropatologicos y neuroquimicos de la EH (Cepeda et al., 2001;

Zeron et al., 2002; Martinez, 2023).



Modelos experimentales generados para el estudio de la EH

Si bien se han logrado grandes avances en la comprension de la patogénesis de la EH,
aun no se conocen completamente los mecanismos de la enfermedad. Los modelos que
emplean excitotoxinas y los modelos genéticos que imitan de cerca los sintomas
neurobioldgicos y clinicos de la enfermedad pueden proporcionar un enfoque alternativo para
el estudio de la patogénesis molecular de la EH y para el desarrollo de tratamientos existentes
y nuevas estrategias terapéuticas. Por lo tanto, los modelos animales son una parte crucial de

este campo de investigacion de la EH que avanza rapidamente (Ferrante, 2009).

Modelos que emplean excitotoxinas

Uno de los primeros modelos experimentales de EH se establecio en ratas y ratones e
incluy6é la introducciéon directa de agonistas excitatorios en el sistema nervioso
central (Ferrante, 2009). Se demostrd que la inyeccion en ratas de la neurotoxina excitatoria
de tipo glutamato, el 4cido kainico, produjo una degeneracion de las neuronas de proyeccion
GABA¢érgica y colinérgica del estriado, con conservacion de las neuronas dopaminérgicas.
La actividad de algunas enzimas como glutamato descarboxilasa y colina acetil transferasa,
disminuyeron de forma similar a lo encontrado en la enfermedad. Sin embargo, a diferencia
de la EH, se observo disminucion significativa en los niveles de somatostatina y neuropéptido
Y (Coyle y Schwarcz, 1976; Sanchez et al., 2011). Este modelo se refind utilizando
excitotoxinas de tipo NMDA, incluido el acido quinolinico (AQ), un intermediario endogeno
en la via de la kinurenina del metabolismo del triptofano, el cual se encuentra en niveles
elevados en pacientes con EH que posiblemente se deban a la microglia activada lo que
resulta en neurodegeneracion (Ferrante, 2009; Vernau, 2008; Lovelace et al., 2017). A
diferencia del 4cido kainico, el AQ muestra una tolerancia diferencial a las neuronas
estriatales, dafiando tanto a las neuronas GABA¢érgicas como a las que contienen sustancia P,
con una tolerancia relativa a las neuronas NADPH-diaforasa y colinérgicas, que se sabe que
no sufren la EH (Ferrante, 2009). El modelo murino de la EH inducido por la administracion
intraestriatal de AQ en ratones, reproduce la citotoxicidad que se observa en pacientes con la
enfermedad (Cepeda et al., 2001; Schwarcz et al., 1983). Dicho modelo permite mostrar una
conducta de giros en los ratones inducidos por la administracion de apomorfina, debido a la

muerte neuronal asociada a la afinidad del AQ al receptor NMDA (Schwarcz et al., 1983).



La conducta de giros se encuentra regulada por la liberacion del neurotransmisor GABA de
las neuronas en el estriado, una menor liberacion de este neurotransmisor se asocia con la
falta del control del movimiento en dicha estructura. La apomorfina es un farmaco agonista
de los recetores D2, incrementa la liberacion de dopamina, siendo este un neuromodulador
de las transmisiones neuronales relacionada al control de la funcién motora, mediando la

conducta de giro ipsilateral observada en dicho modelo (Martinez-Gopar, 2023).

Existen otros modelos animales de la EH en donde la administracion sistémica de
toxinas o inhibidores mitocondriales también imita la neuropatologia (disfuncion
mitocondrial) y trastornos del movimiento presentes en la EH (Browne, 1997). El mecanismo
primario que subyace la toxicidad estriatal con 3-NP es la inhibicion selectiva de la actividad
de complejo II de la cadena respiratoria, es decir, de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), que se encuentra constantemente reducida en el nicleo estriado de pacientes con EH

(Vazquez, 2016).

Modelos modificados genéticamente

La EH se caracteriza por su aparicion tardia, por lo que reproducir el fenotipo humano de la
EH durante la vida de un raton representa un gran desafio (Ehrnhoefer et al., 2009)
Actualmente, un raton se califica como un modelo transgénico de la EH si lleva un fragmento
(R6/1 y R6/2) o la longitud completa (YAC46 y YAC72) del gen Htt patologico humano
insertado aleatoriamente dentro de su genoma, impulsado asi por promotores variables que
expresan la Httm generalmente ademas de su propio tipo silvestre, El modelo R6/1 lleva 115
repeticiones CAG mientras que el modelo R6/2 tiene 145 repeticiones CAG, siendo asi que
el modelo R6/2 muestra un fenotipo mas agresivo que el modelo R6/1. Los ratones YAC46
y YACT72 que expresan Httm con 46 y 72 repeticiones CAG respectivamente, fueron hasta
cierto punto representativos de la enfermedad humana, mostraron alteraciones
electrofisiologicas tempranas seguidas de degeneracion selectiva de neuronas espinosas
medianas junto con algunas alteraciones en el comportamiento y la actividad motora

(Vonsattel, 2008; Stricker et al., 2018).

Por otro lado, un raton se considera un modelo knock-in si lleva un fragmento o una longitud
completa del gen Htt patologico humano insertado dentro de su propio gen Htt. Por lo tanto,

en este modelo, el promotor natural del raton impulsa el gen extrafio que expresa el tracto de



poliglutamina expandido. En resumen, un ratén al que se hace referencia como modelo de la
EH es un ratéon cuyo genoma incluye so6lo un fragmento o la longitud completa del gen
humano que codifica la Httm que desencadena o causa la enfermedad (Ehrnhoefer et al., 2009;

Vonsattel, 2008; Stricker et al., 2018).
Consideraciones metodologicas para ensayos terapéuticos en ratones

El desarrollo de modelos animales in vivo para la EH, ha contribuido en gran medida
a nuestra comprension del mecanismo de dafio de esta y las vias moleculares y celulares que
impulsan la patogénesis (Kaye et al., 2021). Como el modelo excitotoxico de la EH es un
modelo invasivo que causa mayor dolor en los animales, se procede de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana- NOM-062-Z0O0-1999 se requiere el uso de tranquilizantes, analgésicos o

anestésicos.
Sedantes y anestesia

Los farmacos sedantes-hipnoticos deprimen el SNC de una manera que depende de
la dosis, produciendo en forma progresiva una gama de respuestas que van desde la sedacioén
leve hasta el coma y la muerte. Un farmaco sedante disminuye la actividad del cerebro y
médula espinal, modera la excitacion y calma al individuo que lo recibe (Goodman & Gilman,

2015).

Los barbitaricos en un tiempo se utilizaron ampliamente como farmacos sedantes-
hipnéticos como el Sedalpharma® (Pentobarbital sddico), su mecanismo de accion radica en
la unién con un sitio alostérico en el receptor GABAA4 distinto al sitio de la benzodiacepina
(Figura 1). El pentobarbital sddico intensifica la transmision inhibitoria mediada por GABA
en todo el SNC y pueden producir todos los grados de depresion del SNC, sin embargo,
deprimen tanto el estimulo respiratorio como los mecanismos que mantienen el caracter
ritmico de la respiracion (Nestler, et al. 2015; Goodman & Gilman, 2015). Con excepcion de
algunas aplicaciones especializadas, los barbitricos en gran parte han sido reemplazados por
las benzodiacepinas, como el Zolazepam, ya que los efectos colaterales cardiovasculares y
respiratorios son menores y que de igual manera actian en los receptores GABAA4 al unirse
de manera directa con un sitio especifico distinto al sitio de union a GABA (Wilson et al.,

1993; Goodman & Gilman, 2015).
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Figura 1. Sitios de uniéon con farmacos del receptor GABAA. GABA se une en el sitio
ortostérico del receptor GABAa. Otros sitios sefialados son de naturaleza moduladora, en los
cuales los agonistas o antagonistas alostéricos pueden fomentar (verde) o inhibir (rojo) la

funcioén del receptor. Fuente: Goodman & Gilman, 2015.

No obstante, entre los anestésicos en venta para uso veterinario se encuentra el
Zoletil® 100, es una combinaciéon de Tiletamina y Zolazepam, que genera un efecto
anestésico con alto margen de seguridad. La Tiletamina es un agente anestésico disociativo
que pertenece a la categoria de antagonistas del receptor NMDA. La tiletamina es
quimicamente similar a otro anestésico disociativo como la ketamina, ampliamente utilizada

para anestesia en animales (Hubbell, et al., 1989; Wilson et al., 1993).

En la actualidad, la presencia de los barbitricos como psicofarmaco es bastante
testimonial, en comparacion a su época de mayor popularidad. Ello se debe a que han sido
desplazados por la benzodiacepina y las leyes han restringido mucho su uso publico y
experimental, en este contexto, existen anestésicos alternativos permitidos para uso
veterinario como el Zoletil® 100 ya que son menos invasivos y mas seguros (Mayer & Mans,

2018).



Planteamiento del problema y justificacion

Actualmente, el procedimiento de cirugia estereotaxica en el cerebro de animales, y
especialmente en roedores, se encuentra difundida en el campo de las neurociencias, dada la
posibilidad de manipular diversas estructuras cerebrales causando minimas lesiones
parenquimatosas. El modelo murino de la EH inducido por la administracion intraestriatal de
AQ en ratones, reproduce la excitotoxicidad que se observa en pacientes con la EH y en este
modelo se observan cambios conductuales y motores (Cepeda et al., 2001; Schwarcz et al.,
1983). Por lo tanto, reproducir dicho modelo con el anestésico adecuado en el Laboratorio
de Neurofarmacologia Molecular y Nanotecnologia del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez, es de suma importancia para las investigaciones

futuras.
Objetivo General

Evaluar el efecto del anestésico idoneo (Pentobarbital sodico o la combinacion de
Xilacina y Tiletamina-Zolazepam), en la generacion de un modelo de la enfermedad de

Huntington, inducido con 4cido quinolinico en ratones C57BL6/]J.
Objetivos especificos

Lograr la estandarizacion de la dosis efectiva de dos anestésicos: Pentobarbital sodico
y la combinacion de Xilacina con Tiletamina-Zolazepam, para anestesiar a los ratones

CS57BL6/J.

Perfeccionar el procedimiento de la lesion estereotaxica con dcido quinolinico (AQ)

o solucion salina (SSI) en ratones C57BL6/J de 25-30 g.

Validar la adecuada ejecucion del procedimiento de la lesion estereotdxica mediante

la cuantificacion de los giros ipsilaterales en ratones C57BL6/J lesionados con AQ.

Realizar la comparacion del efecto de cada anestésico (Pentobarbital sodico y la
combinacion de Xilacina con Tiletamina-Zolazepam) en el parametro de cuantificacion de

giros ipsilaterales en el modelo inducido con AQ.



Antecedentes:

En nuestro grupo de trabajo se tiene amplia experiencia en la caracterizacion del modelo
excitotoxico inducido con AQ para estudiar la EH. El modelo de inyeccion con el acido
quinolinico (AQ), consiste en la administracion estriatal de los ratones, lo cual tiene un efecto
citotoxico que induce cambios conductuales e histologicos (Schwarcz et al., 1983). Este
modelo muestra una reduccién de los niveles de GABA y sustancia P, sin alterar los niveles
de otros neurotransmisores, mimetizando las caracteristicas bioquimicas expresadas en los

pacientes con la EH (Beal et al., 1986).
Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J (WT, stock no. 000664), reproducidos y
mantenidos en las instalaciones del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNN).

Los ratones fueron mantenidos con agua estéril y alimento Lab Diet® 5001 ad libitum.
en condiciones de temperatura, humedad y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas,
hospedados en cajas SuperMouse® 750 (4-5 ratones por caja). Los animales seran
manipulados de acuerdo con la reglamentacion especifica para el uso y cuidado de animales,
establecida por el comité del INNN y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, que
refiere a las especificaciones técnicas para la reproduccion, cuidado y uso de animales de

laboratorio. Protocolo aprobado No. 105/19.
Anestesia

Se asignaron ratones macho a grupos que recibieron diferentes dosis de Pentobarbital
Sédico (n=10, Ps) o combinaciones de Xilacina con Tiletamina-Zolazepam (n=10, XTZ).
(Ver tabla 1). Todos los anestésicos se administraron por via intraperitoneal (i.p.), con una

relacion de 10 pl/g (Mayer & Mans, Exotic Animal Formulary, 2018).

Tabla 1. Dosis de Pentobarbital sdédico y combinaciones de Xilacina con Tiletamina-

Zolazepam. Se asignaron ratones macho C57BL/6J con la intencion de tener 2 ratones en



cada grupo, pero debida a la alta mortalidad asociada a cada anestésico, se redujeron grupos.

Ambos anestésicos se administraron por via intraperitoneal.

Xilacina (5 mg/kg)
Pentobarbital sédico (mg/kg) (n) Tiletamina-Zolazepam (mg/kg) )
50.4 2 20 2
63 2 40 2
75.6 2 60 2
81.9 2 80 2
88.2 2

Preparacién de la solucion concentrada de AQ (Acido. 2,3 piridina dicarboxilico)

Para preparar una solucion concentrada del AQ, se pesaron 401.08 mg de AQ (No.
CAS 89-00-9, MW 167.12 g/mol) y se disolvid en 7 ml de solucidn salina isotonica (SSI) en
un vaso de precipitados (pp) de 10 ml con agitacion constante (utilizar el agitador magnético
adecuado). Se preparé 1 ml de solucion de NaOH al 1M y 0.IM en tubos de ensayo,
posteriormente se adicionaron aproximadamente 500 uL de la solucion 1M de NaOH al vaso
de pp con el AQ hasta alcanzar un pH de 5.5-6. Luego de la solucion 0.1 M se adiciond
lentamente de 20 a 40 pl hasta alcanzar un pH de 7.2 a 7.4. Una vez alcanzado dicho pH, se
llevo a volumen de 10 ml con SSI, teniendo una concentracion de 240 nMol/ul, cuyo uso es
para administracion en rata; para la administracion en raton, se tomaron 10 pl de la solucion
para rata y se le adicionaron 70 ul de SSI para llegar a una concentracion de 30 nMol/ul.

(Schwarcz et al., 1983; Martinez-Gopar et al., 2022)

Lesion intraestriatal con AQ empleando dos diferentes anestésicos:

Pentobarbital sddico y una combinacion de Xilacina con Tiletamina-Zolazepam

Diez ratones de las cepas C57BL/6J fueron anestesiados con pentobarbital sddico

(81.9 mg/kg, i.p.) o con combinacién de Xilacina (5 mg/kg) con Tiletamina-Zolazepam (40



mg/kg), y fueron colocados en el aparato estereotaxico. Se utilizd una solucidon de
yodopovidona al 10% para esterilizar la zona de corte, y se realiz6 un corte sagital (1-1.5 cm)
en la linea media entre los ojos para exponer el craneo del ratén. Se realizd un trepano
utilizando las siguientes coordenadas: +0.6 mm anterior y -2.0 mm lateral a bregma. Con una
jeringa Hamilton® se inyect6 un microlitro de AQ (30 nmol/ul) o solucion salina isoténica
(0.9% NaCl, SSI), bajando -2.7 mm en el trepano para ubicar el estriado derecho, de acuerdo
con el atlas de cerebro de raton (Paxinos & Franklin, 2001). La piel se suturd y se
supervisaron de 1 a 2 horas hasta su completa recuperacion y movilidad, posteriormente se
permitio la recuperacion durante tres dias en cajas limpias y, una vez transcurridas las 72 hrs

fueron utilizados para pruebas de giros ipsilaterales.
Preparacion de Apomorfina

Se peso 1.5 mg de apomorfina, colocarlo en un tubo de polipropileno para centrifuga
de 15 ml y se disolvié con 10 ml de una solucioén de 4cido ascorbico al 1% p/v para evitar su
oxidacion (Martinez-Gopar et al., 2022). Mezclar por agitacion hasta que la apomorfina

quede completamente disuelta.
Determinacion del nimero de giros ipsilaterales para la validacion del método

Los animales recibieron una administracién de apomorfina (1.5 mg/kg, s.c.), tras las
72 horas de su recuperacion, y fueron observados durante 1 hora y se cuantificaron el nimero
de giros ipsilaterales que mostraron en ese periodo. Los resultados fueron expresados como

nimero de giros/60 min (Martinez-Gopar et al., 2022).
Diseccion del tejido cerebral

Los ratones fueron sacrificados mediante decapitacion. Inmediatamente se fracturo el
craneo para exponer el cerebro. La extraccion del cerebro se realizd con ayuda de una
espatula, y fue lavado en un vaso de precipitado con SSI en hielo y posteriormente se colocod
en un vidrio de reloj con papel filtro, todo esto mantenido en hielo. La diseccion estriatal se
llevo a cabo con pinzas tipo relojero para separar los hemisferios y dejar expuesto el cuerpo

estriado, por ultimo, se diseco el cuerpo estriado derecho (lado lesionado).



Resultados

Estandarizacion de la dosis efectiva de anestésicos

En los ratones administrados con pentobarbital sédico, se presentd mortalidad por
complicaciones anestésicas tras administrar dosis de carga del 10 hasta el 20 % por gramo de
peso en las dosis de 63 y 75.6 mg/kg debido a que habia una sedacion leve pero no total, la
mayoria presentd paro bronco respiratorio en plena cirugia. La dosis de 50.4 mg/kg no tuvo
efecto sedante, sin embargo, la dosis de 88.2 mg/kg se catalogd como una dosis letal, solo 1
individuo se recuperd de manera normal, otros con ayuda de una bomba de reanimacion
lograron salir del parobroncorespiratorio, sin embargo, la mortalidad fue muy alta. Por lo que
la dosis efectiva tras las pruebas correspondientes fue de 81.9 mg/kg i.p. y sus célculos son

los siguientes (Tabla 2):

6.3g . 1.3mlde pentobarbital X 0.01ml _ 1000 g _ 1000 mg
100 ml 10 ml lg 1kg 1lg

=819mg/kg

Tabla 2. Observaciones generales de las dosis de pentobarbital sédico evaluadas en ratones

CS57BL/6J.

% de anestesia
Pentobarbital sédico (mg/kg) lograda Observaciones
50.4 Presenta nocicepcion y movimiento de
<50% (0/2) vibrisas, tras dosis de carga del 20% se
63 logra la anestesia, pero las complicaciones
aumentan y hay decesos.
Se requiere en algunas ocasiones dosis de
75.6 75-100% (2/2
0 (2/2) carga del 10%.
819 100% (2/2) Dosis_ ef_ectiva sin que presenten
complicaciones
88.2 100% (2/2) . L N
Dosis letal, complicaciones postcirugia.

En el caso de los ratones anestesiados con Xilacina (X) y Tiletamina-Zolazepam (TZ), con
la dosis que contenia 20 mg/kg (i.p.) de TZ, se logroé una anestesia leve, presentando aun

nocicepcion y requiriendo una dosis de carga del 20%, la dosis de 40 mg/kg (i.p.) fue la



adecuada, presentando una anestesia total, con una recuperacion normal, por lo tanto, la dosis

de 60 y 80 mg/kg se descartaron de la prueba (Tabla 3). Los célculos de la dosis efectiva son:

100mg _ 0.04 mlde Zoletil _ 0.01ml _ 1000 g
1ml 1ml 1lg 1kg

=40mg/kg

Tabla 3: Observaciones generales de la dosis combinada de Xilacina y tiletamina-zolazepam

evaluadas en ratones C57BL/6J.

Xilacina (5 mg/kg)
Tiletamina-Zolazepam % de anestesia
(mg/kg) lograda Observaciones
75-100% (2/2) en caso de nocicepcion afiadir dosis de carga del
20 10%
100% (2/2 . . L
40 0(2/2) Dosis efectiva sin que presenten complicaciones

Perfeccionamiento del procedimiento de la lesion estereotaxica

Material necesario para la cirugia

Para la cirugia estereotaxica se debe considerar: 1, microespatula; 2, Bisturi de hoja 10; 3,
Pinzas de precision; 4, portaagujas; 5, tijera curva; 6, punzon; 7, tijera recta; 8, Hisopos; 9,
Yodopovidona; 10, agua oxigenada; 11, lidocaina al 2%; 12, AQ; 13, Sutura de propileno

No.5; 14, jeringas de 1 ml de insulina; 15, jeringa Hamilton de 10 pl. Para informacién visual

observe la figura 2.
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Figura 2. Kit de diseccion para operacion estereotaxica. Instrumentos de acero inoxidable

Hergom Silvery.




Marco estereotaxico y pruebas previas a la cirugia

El aparato estereotaxico de roedores utiliza un sistema cartesiano 3D, con los ejes X, y y z
como ejes mediolateral, anteroposterior y dorsoventral, respectivamente. El instrumento
estereotaxico New Standard™ incluye escalas de 100 micras en los 3 ejes, brazo izquierdo
manipulador, adaptadores separados para raton, punto triple en barras para los oidos de raton,

y soporte de la sonda con abrazadera de esquina (Figura 3).

Figura 3. Instrumento estereotaxico Stoelting New Standard™ (No. Catalogo: 51500D).

A continuacion, se deberd comprobar el funcionamiento de la bomba y estereotaxico
cargando la jeringa Hamilton con la solucion a administrar al animal sin meter burbujas de
aire entre el volumen, como sugerencia cargar hasta la linea de un niimero entero. Las
condiciones del inyector estereotdxico QSI ™ son: Modo infusidon, volumen de 1 pl, flujo
de .333 pl/min, ID de 0.485. Se comprueba su correcto funcionamiento tomando un tiempo
de aproximadamente 3 min cronometrado y verificando que se desplazé un volumen de 1 pl
partiendo del numero entero inicialmente puesto (Figura 4) se puede proceder con los

cuidados preoperatorios y el montaje del animal en el estereotaxico.



Figura 4. Verificacion del correcto funcionamiento del inyector e instrumento estereotéxico:
A, carga de solucion a administrar; B, carga de volumen hasta un numero entero; C, tras la
prueba, como resultado final se debe de desplazar un volumen total de 1 pl, esto nos asegura

que la administracion en la cirugia no se vera afectada.

Cuidados preoperatorios y montaje

Antes del comienzo de cualquier procedimiento quirurgico es fundamental constatar que el
animal se encuentra en el plano anestésico adecuado. Para esto se debe comprobar la ausencia
de movimiento de vibrisas y respuesta nociceptiva flexora al pinchar superficialmente la

planta del pie y cola del animal (Figura 5).

Figura 5. Comprobar estado de anestesia: A, Ausencia de movimiento de vibrisas; B y C,

Ausencia de respuesta nociceptiva flexora.



Luego de la induccion de la anestesia se procede a la fijacion de la cabeza del animal. Primero
se colocaran los incisivos superiores dentro del orificio de la proyeccion frontal y después se
procede a la colocacion de las barras laterales en el canal auditivo del animal (Figura 6). Es
fundamental corroborar, en ese momento, que la cabeza del animal se encuentre centrada con

respecto a los planos sagital y coronal. Asimismo, el extremo de la nariz del animal debe

quedar centrado con relacion a la proyeccion frontal del marco estereotaxico (Figura 7).

Figura 6. Fijacion de la cabeza del animal: A, ubicacion del canal auditivo; B, colocacion de
las barras laterales del marco estereotaxico; C, raton con incisivos superiores sujetados en la

proyeccion frontal.

Figura 7. Una vez que el animal ha sido sujetado con las barras laterales del marco
estereotaxico se debe comprobar la alineacion del eje sagital con respecto a la prolongacion

anterior del dispositivo de estereotaxia.



Una vez fijado correctamente la cabeza del animal, proceder a exponer el cuero cabelludo
pasando un isopo con agua oxigenada, después agregar una gota de lidocaina sobre la piel
expuesta y esperar 5 min, para finalizar limpiar el area de incision con un isopo de

yodopovidona. (Figura 8)

Figura 8. Pasos preoperatorios: A, exponer piel con agua oxigenada; B, agregar lidocaina; C,

limpieza con yodopovidona.

Realizacion de la cirugia

Una vez esterilizada la zona de corte, proceder a realizar un corte sagital (1 — 1.5 cm) en la
linea media entre los ojos para exponer el craneo del raton. Para establecer el origen de los
ejes anteroposterior y mediolateral, son necesarios puntos de referencia visibles en los huesos
del craneo de los roedores. Hay tres suturas en la vista superior del craneo: la coronal, la
sagital y la lambdoidea. La sutura coronal parece una curva parabdlica entre los huesos
frontal y parietal. La sutura sagital divide el craneo en dos lados por la linea medial. La sutura
lambdoidea parece la letra griega Lambda en la parte posterior del craneo entre ambos huesos

parietales y el hueso occipital (figura 9).

En general, el punto entre ambos huesos parietales y el hueso occipital se llama Lambda,
mientras que el punto de cruce de las suturas coronal y sagital se llama Bregma, el cual sera

el punto de origen utilizado en la presente técnica (Cecyn & Abrahao, 2023).



Figura 9. Vista dorsal del diagrama del craneo de roedor con suturas y puntos de medicion
detallados de la Bregma y la Lambda basados en Paxinos y Franklin (2019). Asi mismo se
da puntos de referencia del craneo en la vista quirargica. Es importante tener en cuenta que,
durante la cirugia, el investigador vera parcialmente el craneo segun el tamano de la incision.

Fuente: Cecyn & Abrahao, 2023 y fotografia propia.

A continuacion, se debe de posicionar la punta roma de la jeringa Hamilton® en
Bregma y se procedera a tomar las coordenadas correspondientes al punto. Luego se realizara
el cambio utilizando las siguientes coordenadas: +0.6 mm anterior y -2.0 mm lateral a bregma.
Y nuevamente se tomara la coordenada corregida. Posteriormente se procede a posicionar la
punta de la jeringa Hamilton en el craneo del raton, y se marcara con un lapiz el sitio donde

se realizard la trepanacion.

Una vez identificado el sitio, proceder con el taladro a hacer el trepano tomando en
cuenta en no hacer un trepano demasiado grande y no ejercer demasiada presion al craneo
debido a que podemos, al perforar, lastimar la corteza y causar la generacion de un coagulo
durante la administracion (Figura 10). Es normal que salga sangre del trépano, por lo que se
debe limpiar la zona con un isopo con agua salina para absorber la sangre y que quede

completamente limpio, visualizandose el tejido.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266724212300060X#bib27

Figura 10. Descripcion visual del procedimiento de trepanacion: A, localizacion de bregma;

B, trépano con las coordenadas corregidas. Fuente: Fotografia propia.

Una vez finalizado el trépano, se procedera a descongelar una nueva alicuota de AQ
30 nMol/ul, y previamente antes de cargar en la jeringa Hamilton® se debe de mezclar por
agitacion antes de usar con el fin de homogenizar la solucidn (pasos similares como la figura
4) o en su caso se cargara con SSI. Es importante no utilizar la misma alicuota de AQ para
varias administraciones, no puede pasar demasiado tiempo descongelada, se descongela al

momento del uso.

Para ubicar el estriado derecho, se debe de bajar -2.7 mm en el trepano, para ello se
debe de tomar la coordenada dorsoventral partiendo de que la punta roma de la jeringa
Hamilton® toque el tejido. Para evitar que la jeringa se tape por la coagulacion de la sangre,
eyectar una pequefa gota antes de tomar la medida, una vez teniendo la coordenada, subir la
jeringa, realizar el cambio de la coordenada, nuevamente entes de administrar, eyectar mas
volumen para verificar su correcto funcionamiento, y finalmente bajar hasta la coordenada
establecida. Es importante tener en cuenta que no debe de haber sangre, de ser el caso, retirar
nuevamente con un isopo, por otro lado, la perforacion del tejido por la aguja debe de ser
lenta y continua. Una vez fijada la jeringa en el cerebro del animal, esperar a que el tejido se
adapte a esta, esperando aproximadamente 2 min, durante ese tiempo colocar un pedazo de
acetato en el empaque del eje Dorsoventral estd gastado ya que esta gastado y la vibracion
de la administracion provoca que se desplace la coordenada. A continuacion, comenzar a
infundir el AQ y verificar que el volumen esté bajando conforme avanza la administracion

en el inyector. Una vez concluida la administracion, esperar 10 minutos para la correcta



difusion del AQ. Al término de ese tiempo, proceder a suturar, dependiendo el tamafio de la
incision, sera el nimero de puntos que se realizaran, aproximadamente son 2, y con ayuda de

un isopo con yodopovidona se limpiara el area suturada (figura 11).

Figura 11. Pasos finales de la cirugia estereotdxica; A. paso previo a la toma de la coordenada
dorsoventral, eyeccion de gota; B. ubicacion exacta del acetato en el empaque del eje
dorsoventral; C. Administracion de AQ; D. limpieza de area suturada. Fuente: elaboracién

propia.

Recuperacion posterior a la cirugia estereotaxica

Una vez concluida la cirugia, los ratones seran supervisados hasta su completa
recuperacion y movilidad (aproximadamente tardan entre 1 a 2 horas), hay algunos casos de
animales que presentan parobroncorespiratorio y es necesario reanimarlos hasta que salgan

del paro. Posteriormente los ratones seran devueltos a sus respectivas cajas y se les dard una



recuperacion mayor durante tres dias y, una vez transcurridas las 72 h seran utilizados para

pruebas de giros ipsilaterales.
Validacion del procedimiento de la lesion estereotiaxica

Se evaluaron los giros ipsilaterales de ratones administrados con pentobarbital sddico,
lesionados con AQ (n=5) y con SSI (n=5), estos fueron observados durante 1 hora tras la
administracion de apomorfina (1.5 mg/kg, s.c.). En donde se presenta una diferencia
significativa (P < 0.0001) en relacion con el tratamiento de cada raton. En el caso de los
ratones anestesiados con la combinacidn de Xilacina, Tiletamina-Zolazepam, los lesionados
con AQ (n=5) presentaron 10 giros ipsilaterales o menos en la hora de evaluacion siendo no
significativo (ns) respecto al grupo control, indicando que no hay diferencias entre
tratamientos. Por ultimo, se compara la influencia del anestésico en la generacion de giros
ipsilaterales inducidos por lo efectos del AQ, donde destacan los anestesiados con
pentobarbital sodico de los de la combinacion de Xilacina con tiletamina-Zolazepam, con

una diferencia significativa de (<0.0001).
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Figura 12. Posible influencia del anestésico en la generacion de giros ipsilaterales por el
efecto del AQ. Ratones C57BL/6J intraestriatalmente administrados con AQ (30 nMol/ul) o
1 ul de SSI anestesiados con Pentobarbital Sddico o combinacion de Xilacina con Tiletamina-
Zolazepam. ANOVA de dos vias, seguida de una prueba Post Hock de Tukey’s ****p<(.05;

no significativo (ns)

Diseccion del tejido cerebral

Para asegurar que la lesion fue localizada en el estriado se realizaron cortes histologicos y la
diseccion del estriado derecho (Figura 13). Como se puede observar, la lesion en el estriado

fue exacta de acuerdo con Paxinos, 2001.

FIGURE 26

Interaaral 4.42 mm Bregma 0.62 mm
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Figura 13. Cortes histoldgicos y diseccion del estriado lesionado de ratones C57BL/6J: A,
referencia del atlas de Paxinos, 2001; B y C, cortes histoldgicos con lesién localizada de
acuerdo con el atlas del ratdn; D, diseccidon del estriado lesionado.



Discusion

El raton sigue siendo el animal mas dificil para el logro de una verdadera anestesia quirtrgica,
de acuerdo con Mayer & Mans (2018), para anestesia en ratones i.p. con pentobarbital sddico,
¢ésta dosis estd entre 50-90 mg/kg, con una duraciéon menor a 45 min. La dosis efectiva para
un efecto anestésico de 81.9 mg/kg i.p. se considera significativamente alta, normalmente se
enfatiza en la importancia de utilizar la dosis minima eficaz para minimizar riesgos debido a
que uso de pentobarbital esta asociado con depresion respiratoria, hipotension y, en dosis
excesivas, riesgo de toxicidad, sin embargo se necesita equilibrar la eficacia anestésica con
la seguridad y el bienestar de los animales de laboratorio, derivado de esto, la dosis de 75.6
mg/kg, pese a que lograba un efecto de anestésica, no se tomo en cuenta ya que requeria
eventualmente para ciertos individuos una dosis de carga, comprometiendo al raton y
haciéndolo susceptible a tener paros broncorespiratorios antes, durante o después de la

cirugia.

Ante las adversidades presentadas durante el procedimiento de la lesion estereotaxica
con el pentobarbital, se optd por un anestésico menos invasivo, el Zoletil, el cual es una
combinacion de Xilacina con Tiletamina y Zolazepam, agonista de los receptores alfa-2
adrenérgicos, antagonista de los receptores NMDA y agonista de los receptores GABA-A,
respectivamente. Sin embargo, desde un punto de vista farmacoldgico, al ser el AQ, un
agonista de los receptores NMDA, es posible que el uso del Zoletil, por la Tiletamina,
presente propiedades neuroprotectoras ya que este compuesto tiene un amplio volumen de
distribucion, lo que significa que se distribuye rapidamente en los tejidos del cuerpo,
incluyendo el sistema nervioso central, por lo que al lesionar con AQ en una zona tan
especifica pueda haber una competencia de estos compuestos por el receptor NMDA. Queda
en perspectiva evaluar su posible efecto neuroprotector debido al resultado obtenido en la
cuantificacion de los giros ipsilaterales de ratones anestesiados con Zoletil, y lesionados con
AQ, en donde hubo pocos giros ipsilaterales (Figura 12) (Hubbell, et al., 1989; Wilson et al.,
1993; Lovelace et al., 2017).

Con respecto a la validacion del perfeccionamiento del modelo Martinez-Gopar et al. (2022)
reporta que los ratones C57BL/6J lesionados con AQ, presentaron 58 + 1.47 giros

ipsilaterales/60 min. En la presente validacién se obtuvo un total de 101.2 £ 11.58 giros



ipsilaterales/60 min, por lo que se asegura que el modelo excitotoxico por lesion estereotaxica
con AQ, pudo ser reproducible en el Laboratorio de Neurofarmacologia Molecular y
Nanotecnologia del INNN. Queda como perspectiva aumentar la n de individuos para tener

la certeza en el resultado y que sea reproducible.
Conclusion

El uso de anestésicos en ratones C57BL/6J presenta desafios significativos, especialmente al
intentar lograr una anestesia quirargica efectiva y segura. La administracién de pentobarbital
sodico, aunque efectiva en dosis de 50-90 mg/kg, conlleva riesgos de efectos adversos como
depresion respiratoria y toxicidad, lo que resalta la importancia de utilizar la dosis minima
eficaz. En este contexto, la eleccion de Zoletil, se presenta como una alternativa menos
invasiva sin embargo puede tener propiedades neuroprotectoras, por lo que es necesaria

plantearse si es lo mas adecuado para la reproducibilidad del modelo neuroquimico de la EH.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de giros ipsilaterales sugieren que el modelo
excitotoxico es reproducible, aumentando la confiabilidad del estudio. Sin embargo, se
subraya la necesidad de incrementar el tamafio de la muestra para reducir la incertidumbre y

fortalecer las conclusiones.
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