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Resumen

Introduccion: Algunos vegetales destinados a la alimentacion contienen compuestos toxicos
que, al ser consumidos, predisponen al desarrollo de algunas enfermedades. La yuca (Manihot
esculenta Crantz) es una fuente importante de alimento, pero contiene glucdsidos cianogénicos
(linamarina y lotaustralina) que han sido asociados con el desarrollo de la neuropatia ataxica
tropical y el konzo. En la rata, la administracion intraperitoneal de acetonacianohidrina (un
metabolito de la linamarina) produce alteraciones neuroldgicas y dafo neuronal en el hipo-
campo. No obstante, se desconoce si el area CA1 del hipocampo participa en las alteraciones
neurologicas asociadas a la acetonacianohidrina.

Método: Treinta y dos ratas macho Wistar de 3 meses de edad fueron destinadas a 4 grupos
(n=8 cada grupo): vehiculo (1 de solucion salina fisiologica) y 3 grupos con acetonacianohidrina
(1 de solucion 10, 15 y 20mM). Las sustancias fueron microinyectadas intrahipocampalmente
durante 7 dias consecutivos (cada 24 h); los efectos fueron evaluados diariamente en las pruebas
de actividad locomotora, rota-rod y nado. Al quinto dia postratamiento se evaluaron nue-
vamente en las pruebas conductuales para identificar o descartar la permanencia del dano
inducido por la acetonacianohidrina.

Resultados: La microinyeccion de acetonacianohidrina 20 mM produjo hiperactividad, incoor-
dinacion motora y reduccion de la exploracion a partir del tercer dia del tratamiento. En la
prueba de nado, todas las concentraciones de acetonacianohidrina produjeron la conducta de
giro desde el primer dia de microinyeccion.

Conclusion: El area CA1 del hipocampo participa en las alteraciones motoras inducidas por la
microinyeccion de acetonacianohidrina, como ha sido reportado para otros compuestos de
la yuca.

© 2015 Sociedad Espanola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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Contribution of hippocampal area CA1 to acetone cyanohydrin-induced loss of motor
coordination in rats

Abstract

Introduction: Some vegetable foodstuffs contain toxic compounds that, when consumed,
favour the development of certain diseases. Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important
food source, but it contains cyanogenic glucosides (linamarin and lotaustralin) that have been
associated with the development of tropical ataxic neuropathy and konzo. In rats, intraperito-
neal administration of acetone cyanohydrin (a metabolite of linamarin) produces neurological
disorders and neuronal damage in the hippocampus. However, it is unknown whether hippo-
campal area CA1 plays a role in neurological disorders associated with acetone cyanohydrin.
Method: A total of 32 male Wistar rats 3 months old were assigned to 4 groups (n =8 per group)
as follows: vehicle (1 pl physiological saline), and 3 groups with acetone cyanohydrin (1 ul of
10, 15, and 20 mM solution, respectively). The substances were microinjected intrahippocam-
pally every 24 hours for 7 consecutive days, and their effects on locomotor activity, rota-rod
and swim tests were assessed daily. On the fifth day post-treatment, rats underwent further
assessment with behavioural tests to identify or rule out permanent damage induced by acetone
cyanohydrin.

Results: Microinjection of acetone cyanohydrin 20 mM resulted in hyperactivity, motor impair-
ment, and reduced exploration from the third day of treatment. All concentrations of acetone
cyanohydrin produced rotational behaviour in the swim test from the first day of microinjection.
Conclusion: The hippocampal area CA1 is involved in motor alterations induced by microinjec-
tion of acetone cyanohydrin, as has been reported for other cassava compounds.

© 2015 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

Los alimentos de origen vegetal, que cotidianamente se
consumen en algunas regiones del mundo, contienen con
frecuencia compuestos que bajo ciertas condiciones pue-
den producir efectos tdxicos. En condiciones normales, el
procesamiento de dichos alimentos esta adaptado para per-
mitir su consumo seguro; sin embargo, cuando el proceso
de preparacion no es el adecuado, los componentes toxi-
cos pueden inducir enfermedades, incluidas las del sistema
nervioso central’. Uno de estos alimentos es la raiz de yuca
(Manihot esculenta Crantz) que provee de un alto conte-
nido energético. La raiz y las partes aéreas de la yuca
contienen compuestos cianogénicos (linamarina y lotaustra-
lina) que, al hidrolizarse a través de la enzima linamarasa,
originan glucosa y acetonacianohidrina, la cual se descom-
pone en acetona y acido cianhidrico, al que se atribuye la
neurotoxicidad?.

En estudios previos se reportd que las ratas tratadas
con el jugo de la raiz de yuca (equivalente a 0,30 mg/2mL
de linamarina) desarrollan hiperactividad e incoordinacion
motriz®, ademas de disminuir el nimero de neuronas en
el area CA1 del hipocampo®. Lo anterior ha involucrado al
hipocampo en el deterioro motor inducido por el consumo
de yuca y probablemente en la etiologia de enfermedades
neurologicas como el konzo y la neuropatia ataxica tropical
en consumidores de yuca“. En efecto, la microinyeccion de
linamarina en el hipocampo (CA1) produce hiperactividad e
incoordinacion motora en la rata caracterizada por aumento
en el nimero de cuadros cruzados en campo abierto, acor-
tamiento de la latencia a la caida en el rota-rod y despliegue
de la conducta de giro sobre su propio eje en la prueba de

nado®. A pesar de estos hallazgos, ain se desconoce si otros
componentes de la yuca, como la acetonacianohidrina, tam-
bién producen alteraciones en la coordinacion y la actividad
motora cuando son microinyectados en el hipocampo, lo cual
fue explorado en el presente estudio mediante la microin-
yeccion intrahipocampal de acetonacianohidrinay el analisis
conductual en las pruebas de actividad locomotora, rota-rod
y nado en la rata Wistar.

Métodos
Sujetos

Se incluyeron 32 ratas macho de 3 meses de edad de la
cepa Wistar, con un peso entre 250-300¢g al inicio de los
experimentos. Fueron alojadas en cajas de acrilico en un
bioterio con temperatura ambiente (25 +2°C) y ciclo de luz/
oscuridad de 12/12 h (la luz se encendi6 a las 7:00 am). El
acceso al aguay al alimento fue ad libitum. Las manipulacio-
nes experimentales fueron realizadas bajo los lineamientos
éticos internacionales basados en la Guide for care and use
of laboratory animals® y mexicanos de acuerdo con las Espe-
cificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio’.

Cirugia estereotaxica

El implante unilateral de la canula guia se realizo6 bajo anes-
tesia profunda de acuerdo con estudios previos. La cabeza
de la rata fue fijada al aparato estereotaxico (Stoelting,
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Wood Dale, Illinois, EE. UU.A) para dejar al descubierto el
craneo. Se tomoé como referencia la sutura Bregma y de
acuerdo con las coordenadas estereotaxicas’; se realiz6 un
trépano en el craneo con un taladro (Saeshin Dental Lab
35000 RPM, Corea del Sur) para implantar la canula en el
area CA1 del hipocampo dorsal (Ap=—3,8mm, L=—2mm y
H=—2 mm). La canula guia de acero inoxidable (8 mm de lon-
gitud, 0,7 mm de didmetro) fue descendida y fijada al craneo
con acrilico dental (Arias Distribuidora Dental, Tlalnepantla,
México). Cuatro dias después del implante, se procedio a la
microinyeccion de los tratamientos.

Grupos experimentales y tratamientos

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a 4 grupos (n=8,
cada grupo): un grupo que recibio el vehiculo (solucion salina
fisioldgica) y 3 grupos mas que recibieron las diferentes con-
centraciones de acetonacianohidrina (10, 15 y 20mM), las
cuales fueron calculadas considerando estudios previos'?. El
vehiculo o la acetonacianohidrina fueron microinyectados
cada 24 h durante 7 dias consecutivos, 5 min después de la
microinyeccion, las ratas fueron evaluadas en las pruebas
conductuales para verificar el efecto de los tratamientos, al
quinto dia postratamiento se volvieron a realizar las pruebas
conductuales ya sin administrar el tratamiento para identi-
ficar o descartar la permanencia del dano inducido por la
acetonacianohidrina.

Microinyeccion

Se utilizé una canula guia (10 mm de longitud, 0,7 mm de @)
construida a partir de una aguja calibre 32 x 7 (0,7 x 32 mm)
22 G x 1 1/4’’ de acero inoxidable, conectada a una jeringa
Hamilton de 10wl por medio de un tubo de polietileno.
Mediante una bomba de infusion automatizada (KD Scien-
tific, Holliston, Massachusetts, EE. UU.) se microinyect6 un
volumen de 1 pul a una velocidad constante de 0,1 wl/min,
durante 10 min; bajo este procedimiento las ratas se mantu-
vieron en libre movimiento. Al concluir la microinyeccion, se
dejo reposar la canula inyectora durante 5 min mas para per-
mitir la difusion de la sustancia microinyectada y evitar que
regresara por capilaridad. Inmediatamente, las ratas fueron
evaluadas diariamente durante los 7 dias consecutivos y al
quinto dia postratamiento en las pruebas conductuales.

Actividad locomotora

La rata fue evaluada durante 5min en una caja de acri-
lico opaco (44 x 33 x 20cm) con la base dividida en cuadros
de 11 x 11cm. Se evaluaron: a) nimero de cuadros cruza-
dos, cuando la rata pasé al menos 3 cuartas partes de su
cuerpo de un cuadro a otro; b) niUmero de conducta verti-
cal, definida como los periodos en los que la rata adquiere
una postura vertical con respecto al piso, apoyada en sus
extremidades posteriores. Los cuadros cruzados se tomaron
como un indicador de actividad motora espontanea, mien-
tras que la conducta vertical se utilizé para detectar posibles
alteraciones en la coordinacion motora.

Rota-rod

Las ratas fueron entrenadas en un rota-rod (LE 8300, LSI
Letica, Panlab Scientic Instruments, Barcelona, Espafa),
durante 5 dias, previos a la microinyeccién de los trata-
mientos, a una velocidad de 18 rpm. Las ratas se colocaron
diariamente en el rota-rod después de la microinyeccion,
en donde se evalud la latencia a la caida, que es el periodo
de tiempo que transcurre desde que la rata fue colocada en
el rota-rod hasta que cayo6 del aparato. Esta variable per-
mite identificar alteraciones en la coordinacién motora y el
equilibrio.

Prueba de nado

Consistié en colocar a la rata en un estanque de vidrio
(26 x29cm de base, por 50cm de altura) con agua
(254 1°C). El nivel de agua se ajusté de manera que la
rata pudiera tocar el fondo del estanque con las extremi-
dades posteriores y la cola. En esta prueba se evalud el
numero de giros, definidos como los periodos en los cuales la
rata no tiene desplazamiento y nada girando sobre su propio
eje”ﬂ.

Todas las sesiones de prueba en actividad locomotora y
nado fueron videograbadas. La cuantificaciéon de las varia-
bles en campo abierto fue realizada por 2 observadores
independientes hasta llegar a una concordancia de al menos
el 95%. La cuantificacion de la variable en la prueba de nado
se realizd mediante un software (ANY-maze 4.73. Stoelting,
Wood Dale, Illinois, EE. UU.), en el cual se analizaron auto-
maticamente los videos.

Verificacion del sitio de microinyeccion

Al finalizar las pruebas conductuales, todos los animales
fueron eutanizados por sobredosis de pentobarbital (PISA-
Agropecuaria, Guadalajara, México) y perfundidos por via
intracardiaca con 100 ml de solucion salina fisioldgica (NaCl
al 0,9%), seguida de 100 ml de formaldehido al 30% (J.T.
Baker, Ecatepec, México). Se marco el sitio de microinyec-
cion con azul de Evans, se extrajeron los cerebros y se
realizaron cortes gruesos para verificar el sitio de microin-
yeccion bajo microscopio de luz y tomando como referencia
el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson’. Solo los datos
obtenidos de las ratas en las que se identificd el correcto
implante de las canulas en CA1 de hipocampo fueron inclui-
dos para el analisis estadistico.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 2 vias para
muestras repetidas tomando como factores el tratamiento
y los dias de tratamiento. Cuando se alcanzaron valores de
p < 0,05 se aplico la prueba post hoc de Student-Newman-
Keuls. Los resultados son presentados como la media + error
estandar.
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Figura 1 NUumero de cuadros cruzados en actividad loco-

motora. El grupo acetonacianohidrina 20mM increment6 esta
variable en el dia 7 de tratamiento, con respecto al resto de los
grupos en el mismo dia.

Post-Tx: 5 dias postratamiento.

“p< 0,001 vs. todos los grupos en el dia 7 de tratamiento y 5
postratamiento.

Resultados

Actividad locomotora

El analisis del nimero de cuadros cruzados revelé dife-
rencias significativas de acuerdo con el tratamiento
(F [3,4771=15.906, p<0,001), dias de tratamiento
(F [7,1771=5.878, p<0,001) y en la interaccion de fac-
tores (F [21,177]1 =3.578, p<0,001). La prueba post hoc indico
que el grupo que recibi6 acetonacianohidrina 20 mM cruzé
un mayor nimero de cuadros cruzados en el dias 7 de
tratamiento que se mantuvo hasta el dia 5 postratamiento,
con respecto a los grupos vehiculo y acetonacianohidrina 10
y 15 mM, en el dia respectivo (fig. 1).

El analisis del nimero de conducta vertical no revelo
diferencias significativas de acuerdo con el tratamiento
(F [3,1771=0,645, p=0,578) ni con la interaccion de facto-
res (F [21,1771=0,796, p=0,723). No obstante, el analisis de
acuerdo con los dias de tratamiento revelo diferencias sig-
nificativas (F [7,177]=3.437; p=0,002). La prueba post hoc
reveld que el nUmero de conducta vertical se redujo a partir
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Figura 2 Numero de conducta vertical en la prueba de acti-

vidad locomotora. El nimero de conducta vertical disminuyo
significativamente a partir del tercer dia de tratamiento, alcan-
zandose el menor nimero de conductas verticales el dia 5 de
tratamiento.

"p<0,002 vs. dias 1y 2 de tratamiento.
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B Vehiculo Acetonacianohidrina 10mM
B Acetonacianohidrina 15mM M Acetonacianohidrina 20mM

Figura3 Latencia a la caida en el rota-rod. Los grupos aceto-
nacianohidrina 10, 15 y 20 mM redujeron la latencia a la caida
en el rota-rod con respecto al grupo Vehiculo.

"p<0,001 vs. vehiculo.

del dia 3 de tratamiento, alcanzando la diferencia significa-
tiva respecto a los dias 1y 2, lo cual se mantuvo hasta 5 dias
postratamiento (fig. 2).

Rota-rod

El analisis de la latencia a la caida del rota-rod revel6 dife-
rencias significativas entre tratamientos (F [319,]=6.382,
p <0,001); la prueba post hoc mostré que los grupos 10, 15
y 20 mM tuvieron una latencia mas corta a la caida del rota-
rod con respecto al grupo vehiculo. El grupo 20mM fue el
que resisti6 menos tiempo en el rota-rod (fig. 3). Por otra
parte, el analisis por dias de tratamiento (F [7,192] =1.307;
p=0,249) o por la interaccion de factores (F [21,192] = 0,342;
p=0,997) no reveld diferencias significativas.

Prueba de nado

Debido a que el grupo vehiculo no desplego la conducta de
giro, para el analisis estadistico solo se incluyeron los grupos
acetonacianohidrina 10, 15y 20 mM.

Conducta de giro

El analisis del niumero de giros de acuerdo con el trata-
miento reveld diferencias estadisticamente significativas (F
[3,177] = 8.840; p<0,001). La prueba post hoc indico que el
grupo acetonacianohidrina 20 mM fue el que tuvo el mayor
numero de giros respecto al grupo acetonacianohidrina 10
y 15mM (fig. 4). En los dias de tratamiento, el analisis no
revelé diferencias significativas (F [7,1777=0,736; p=0,642).
Finalmente, el analisis de la interaccion de factores no
revelé diferencias significativas (F [21,177] =0,560; p = 0,940).

Discusién

En el presente estudio, la administracion intrahipocampal
de acetonacianohidrina produjo deterioro de la coordina-
cion y la actividad motora en la rata, lo cual sehala que
este metabolito, al igual que otros compuestos contenidos
en la yuca, pueden ser parte del sustrato neurotoxico aso-
ciado con el desarrollo de neuropatias en las personas que
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Conducta de giro (n)

Tratamiento

M Acetonacianohidrina 10mM Acetonacianohidrina 15mM

B Acetonacianohidrina 20mM

Figura 4 Conducta de giro en nado forzado. El grupo aceto-
nacianohidrina 20 mM tuvo el mayor nimero de giros durante la
prueba de nado.

“p<0,001 vs. acetonacianohidrina 10 mM.

consumen la yuca y sus derivados bajo ciertas condicio-
nes. La prueba de actividad locomotriz permite identificar
cambios en la motricidad (hipoactividad o hiperactividad) y
la exploracion de la rata que permiten evidenciar posibles
danos neuroldgicos (neuropatias periféricas) ocasionados en
el sistema nervioso central por algunas sustancias toxicas
o farmacos'>'. En nuestro estudio, la prueba de acti-
vidad locomotriz permitié identificar las alteraciones en
la funcion motora de las ratas, a través del analisis de
su desplazamiento y la coordinacion de sus movimien-
tos, como ha sido identificado por otros autores'. Cuando
existen lesiones a nivel hipocampal en ratas adultas, se
producen alteraciones en conductas relacionadas con el
sistema dopaminérgico, tales como el aumento en la acti-
vidad locomotora en ambiente novedoso y deficiencias en
el aprendizaje y memoria'®'’. En el presente trabajo se
encontré que el grupo acetonacianohidrina 20mM incre-
mento la actividad motora espontanea en campo abierto;
en este caso, la hiperactividad quizas esta asociada con
las acciones neurotoxicas de la acetonacianohidrina sobre
el hipocampo impidiendo consolidar la memoria del animal,
como se ha indicado para la linamarina en estudios previos’.
En condiciones naturales, una rata evaluada repetidamente
en la prueba de actividad locomotora reduce la actividad
motora espontanea (cuadros cruzados, conducta vertical y
acicalamiento), lo cual indica una habituacion a las condicio-
nes experimentales'®. Mientras que en un animal con dafio
neuronal en el hipocampo, a pesar de ser evaluado repetida-
mente en campo abierto, se mantiene la actividad motora
o incluso aumenta, lo cual indica un posible deterioro de la
consolidacion de la memoria que hace que el animal con-
tinle explorando el ambiente novedoso'®. Las personas con
neuropatias asociadas al consumo de yuca desarrollan pro-
blemas de coordinacion motriz'®?°, En el presente estudio,
se encontrd que 10, 15y 20 mM de acetonacianohidrina pro-
mueven incoordinacion motora y pérdida de equilibrio en
el rota-rod, como ha sido reportado para otros compuestos
neurotoxicos?'.

Por otra parte, la microinyeccion intrahipocampal de
acetonacianohidrina promovio la aparicion de la conducta
de giro en la prueba de nado, la cual fue disminuyendo
conforme avanzaron los dias de experimentacion. Es impor-
tante senalar que la conducta de giro ha sido asociada

a alteraciones en la coordinacion motora de las extremi-
dades de la rata y podria relacionarse con lo observado
en pacientes con neuropatia ataxica tropical y konzo,
especificamente por el desarrollo y la presencia de una
paralisis lenta y progresiva de las extremidades inferiores y
superiores??. Cabe mencionar que algunos compuestos pre-
sentes en la yuca pueden producir desmielinizacion de la
médula espinal y ataxia asociada a falta de coordinacion de
las extremidades?. Asi, la acetonacianohidrina podria con-
tribuir al desarrollo de las alteraciones motoras asociadas al
consumo de yuca a largo plazo, como ocurre en la neuropatia
ataxica tropical y el konzo®.

En lo que respecta al efecto postratamiento, es decir, 5
dias después de la ultima microinyeccion intrahipocampal,
en la prueba de campo abierto, se mantuvo la hiperactividad
motriz (incremento en el nimero de cuadros cruzados y de
conducta vertical) en los animales del grupo acetonaciano-
hidrina 20 mM. En este caso, la hiperactividad exploratoria
quiza esté relacionada con el dafo neurotoxico que la ace-
tonacianohidrina ejerce cuando es microinyectada sobre
el area CA1 del hipocampo, afectando permanentemente
al comportamiento exploratorio de la rata. Cabe mencio-
nar que en estudios realizados por otros grupos de trabajo
empleando roedores jovenes se ha evidenciado que el dano
en las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo pro-
duce alteraciones en el aprendizaje y la memoria espacial??,
en las habilidades de locomocion y en estrategias de explo-
racion y bisqueda??>, mientras que otras investigaciones
han indicado que puede deberse a cambios en la funcion y
la morfologia del hipocampo?®, asociandolos con la disminu-
cién de la neurogénesis en esta region?>. Lo anterior podria
ser una explicacion de como la acetonacianohidrina impide
la consolidacion de la memoria de la rata. Por otra parte,
en la prueba de rota-rod se verificé que la lesion causada
por la acetonacianohidrina, 5 dias después de la microin-
yeccion intrahipocampal en los grupos (10, 15 y 20 mM),
afecta la coordinacion y el equilibrio motor de la rata
de manera permanente?’, ya que disminuyeron de manera
notable la latencia a la caida del rodillo giratorio en este
dia. Finalmente, en la prueba de nado, los animales de
los grupos 15 y 20 mM evaluados al 5.° dia postratamiento
ya sin la microinyeccion de los tratamientos, continuaron
desplegando la conducta de giro, indicando un deterioro,
una incoordinaciéon y un desequilibrio motor persistentes
inducidos por el dano neuronal causado por acetonaciano-
hidrina sobre el hipocampo®*'". Finalmente, aunque en el
presente estudio no se identificé el mecanismo por el cual
ocurren las alteraciones motoras tras la microinyeccion de
acetonacianohidrina en la region CA1 del hipocampo, es
factible ofrecer una posible explicacién. Diversas enferme-
dades neuroldgicas comparten caracteristicas patoldgicas
de una gradual y selectiva pérdida neuronal, ademas de
que la mayor parte de ellas estan relacionadas con alte-
raciones en el hipocampo. Esta estructura al contener la
via excitatoria glutamatérgica hipocampo-nucleus accum-
bens y al formar parte del sistema limbico tiene una funcion
directa en la motivacion para el inicio de las respuestas
motoras asociadas a un evento motivado. Por lo anterior,
se puede suponer que la aparicion de conducta de nado
lateral y giro en la prueba de nado resulta de la sobreac-
tivacion de los receptores glutamatérgicos en hipocampo
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tras su lesion quimica con acetonacianohidrina, sin descar-
tar otras estructuras cerebrales. La pérdida de la integridad
de las membranas neuronales da lugar a la pérdida de glu-
tamato, lo cual contribuye a la activacion prolongada de
los receptores glutamatérgicos de las células vecinas?®. A
su vez, la entrada de calcio también estimula la libera-
cion de glutamato por exocitosis, estableciéndose asi un
sistema de retroalimentacion positiva que redunda en la
sobreexcitacion neuronal prolongada, llevando a la apop-
tosis neuronal?’. Esto podria ser una posible explicacion a
las alteraciones motoras que pudiera inducir la acetonacia-
nohidrina, un derivado de la yuca, en el hipocampo.
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