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			ABSTRACT

		

		
			Decreased expression of NTE esterase in motor neurons of rats in early-stage of experimental neuropathy

			Introduction. Diabetic neuropathy is a common complication, characterized by alterations in motor and sensory nerves. Apoptosis has been implicated in this process related to phosphatidylcholine homeostasis, which is partially regulated by the NTE esterase. 

			Objective. This study evaluated the effect of reduced NTE expression in motor neurons in an early-stage experimental model of diabetic neuropathy in rats.

			Materials and methods. Two-months-old, male Wistar rats were distributed into four groups: negative control (C), treated with streptozotocin (ND); treated with an interfering RNA against NTE (iNTE); and treated with streptozotocin plus the interfering RNA (ND-iNTE). The motor nerve conduction velocity was measured along with other diabetes markers. The ventral thoracolumbar portion of the spinal cord was used to determine apoptosis by the TUNEL assay. NTE expression was assessed by RT-qPCR, and triglyceride, low-density lipoprotein, and phosphatidylcholine concentrations were determined by colorimetry.

			Results. In the streptozotocin-treated group, NTE expression and nerve conduction velocity decreased significantly, and neuronal apoptosis was observed. When NTE expression was inhibited, nerve conduction velocity and phosphatidylcholine levels decreased. However, apoptosis was not observed.

			Conclusion. The results indicate an association between NTE and decreased motor nerve conduction velocity, alterations in lipid homeostasis, and neuronal death in diabetes. However, it does not appear to be the only mechanism involved.

			RESUMEN

			Introducción. La neuropatía diabética es una complicación común que se caracteriza por alteraciones de los nervios motores y sensoriales. La apoptosis ha sido implicada en este proceso y está relacionada con la homeostasis de la fosfatidilcolina, parcialmente regulada por la esterasa NTE. 

			Objetivo. En este estudio se evaluó el efecto de la disminución de la expresión de NTE en neuronas motoras en un modelo experimental de neuropatía diabética temprana en ratas.

			Materiales y métodos. Ratas Wistar de dos meses fueron distribuidas en grupos: control negativo (C); tratadas con estreptozotocina (ND); tratadas con un ARN de interferencia contra NTE (iNTE) y tratadas con estreptozotocina más el ARN de interferencia (ND-iNTE). Se midió la velocidad de conducción nerviosa motora. Se utilizó la porción ventral toracolumbar de la médula espinal para determinar la apoptosis por el ensayo TUNEL. La expresión de NTE se evaluó mediante RT-qPCR y se determinaron las concentraciones de triglicéridos, lipoproteínas de baja densidad y fosfatidilcolina por colorimetría. 

			Resultados. En el grupo tratado con estreptozotocina, la expresión de NTE y la velocidad de conducción nerviosa disminuyeron significativamente; además, se observó apoptosis neuronal. Cuando se inhibió la expresión de NTE, disminuyeron la velocidad de conducción nerviosa y la cantidad de fosfatidilcolina. Sin embargo, no se observó apoptosis.

			Conclusión. Los resultados indican una asociación entre NTE y la disminución de la velocidad de conducción nerviosa motora, alteraciones en la homeostasis lipídica y muerte neuronal durante la diabetes. Sin embargo, parece que no es el único mecanismo implicado.

			INTRODUCCIÓN

			La neuropatía diabética (ND) es un factor de riesgo fisiopatológico para las úlceras del pie y la amputación. Dado que la incidencia de la diabetes mellitus tipo 2 aumenta cada año (1-3), es fundamental comprender los mecanismos que originan esta patología para retrasar tanto la aparición de la enfermedad como sus complicaciones. La enfermedad microvascular, la glicosilación de proteínas y la apoptosis se han implicado como mecanismos patogénicos de la ND. Los rasgos característicos son cambios estructurales en los nervios periféricos, que incluyen degeneración segmentaria, microangiopatía, desmielinización paranodal y pérdida de fibras mielinizadas y amielínicas (3-5).

			La NTE (Neuropathy Target Esterase, por sus siglas en inglés) es una proteína presente en la cara citoplasmática del retículo endoplasmático (6). Es una proteína con el dominio patatina (PNPLA6), con actividad fosfolipasa. Esta enzima hidroliza los ésteres en la posición sn-1 de la fosfatidilcolina (PC) y los convierte en lisofosfatidilcolina (LPC); por lo tanto, desempeña un papel importante en la regulación de los fosfolípidos de membrana (7, 8). 

			En ratones, la proteína NTE se expresa en las células neuronales desde las primeras etapas del desarrollo embrionario. La inactivación del gen NTE provoca letalidad embrionaria (9-12). Los ratones con un alelo del gen inactivado mostraron alteraciones del retículo endoplásmico, degeneración distal, edema de los axones espinales largos, aumento de los niveles de PC neuronal y alteraciones del transporte vesicular (13-16). Estudios sobre el dominio catalítico, demostraron que esta enzima es importante para la fluidez de la membrana (16).

			Debido a que NTE desempeña una función biológica esencial en el desarrollo, la integridad y la supervivencia neuronales dentro del sistema nervioso, así como en el mantenimiento de la integridad axonal y sináptica en vertebrados adultos y en la fluidez de la membrana lipídica en células intactas; el objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de expresión de NTE en ratas en etapas tempranas de ND inducida por estreptozotocina (STZ) y determinar si la inhibición de NTE se asemejaba a las características de la ND, con el fin de dilucidar si la falta de expresión de NTE es importante en el desarrollo de la enfermedad.

			MATERIAL Y MÉTODOS

			Ratas

			Cuarenta ratas macho Wistar sanas de 200 y 250 g, se mantuvieron a una temperatura ambiente de 25 °C con un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad, con acceso libre a dieta estándar y agua. En estos roedores se ha desarrollado un modelo de etapas tempranas de ND (17) y, debido al tamaño del roedor, es más fácil medir la velocidad de conducción nerviosa motora, que indica la presencia de neuropatía.

			

			Se subdividieron en cuatro grupos experimentales, de 10 ratas cada uno: control negativo (C); ratas tratadas con STZ para inducir neuropatía diabética (ND); ratas tratadas con el plásmido psiNTE, que codifica un ARN de interferencia contra NTE (iNTE); y ratas tratadas con STZ más el plásmido psiNTE (ND-iNTE). Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las directrices para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999). Este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Colima (202-08; 25 de agosto de 2024).

			Inducción de la fase temprana de neuropatía diabética con estreptozotocina (STZ)

			Se les administró a las ratas una inyección intraperitoneal de 80 mg kg−1 de STZ (Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, EE. UU.). Se consideró que los animales presentaron diabetes si las concentraciones plasmáticas de glucosa eran iguales o superiores a 250 mg/dL, y neuropatía si la velocidad de conducción nerviosa motora (VCNM) era un 30% inferior a la basal. Todos los estudios se realizaron seis días después de la inyección de STZ, lo que indica una fase temprana de neuropatía, dado que la degeneración axonal y la desmielinización ocurren en fases más avanzadas de la enfermedad.

			Valores de glucosa, triglicéridos, colesterol y colesterol LDL

			Los niveles de glucosa en sangre se midieron tras 24 horas de ayuno mediante un sensor Accutrend (Roche, Mannheim, Alemania). Los niveles de triglicéridos y colesterol en sangre fueron evaluados en condiciones basales y a las 144 horas postinducción, con un analizador Accutrend GCT (Roche, Mannheim, Alemania). El colesterol LDL se determinó mediante un ensayo colorimétrico (Spinreact, Girona, España).

			Electrofisiología

			Bajo anestesia general (uretano intraperitoneal 1g/kg−1; Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, EE. UU.) y con temperatura controlada, se determinó la VCNM en el sistema de conducción ciático-tibial derecho mediante un electromiógrafo Nicolet Viking IV (Nicolet Instrument Corporation, Madison, Wisconsin). Se estimuló el nervio ciático en la escotadura ciática y el tibial en el tobillo mediante electrodos cutáneos bipolares de superficie. La estimulación consistió en pulsos supramáximos de respuesta motora a una frecuencia de 1 Hz. Los potenciales evocados se registraron mediante electrodos monopolares en el segundo músculo intrínseco de la pierna. La VCNM se calculó restando la latencia distal de la proximal (medida desde el artefacto del estímulo hasta el inicio de la deflexión de la onda M negativa), y la diferencia se dividió por la distancia entre los dos electrodos de estimulación y entre estos y el punto de registro (18, 19).

			Silenciamiento de NTE

			La molécula de ARNi fue diseñada con la herramienta siRNADesigner (Promega, Madison, WI, EE. UU.), basada en la secuencia codificante de NTE de rata (Gene Bank: AY100477.1). La secuencia diana obtenida fue 5’-GTCACCAGCTTGGATTTAA-3’, y la secuencia control (scrambled) fue 5’-GAGCTGCACTCGTATTAAT-3’. Ninguna de las dos secuencias mostró homología significativa con otras proteínas de rata según análisis con BLAST (herramienta básica de búsqueda y alineamiento local). Se utilizó el kit pGeneClip-neomicina (Promega, Madison, WI, EE. UU.) para generar el plásmido psiNTE, encargado de inactivar NTE y el plásmido ciRNA como control negativo. La ligación se confirmó mediante secuenciación de ADN. La funcionalidad del plásmido se analizó mediante RT-qPCR en células cromafines, antes de su uso en ratas. Se utilizaron grupos de tres cultivos de células cromafines aisladas siguiendo la metodología de Livett et al. (20,21); se transfectaron transitoriamente con psiNTE, ciRNA (scrambled) y el plásmido vacío mediante lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), según las instrucciones del fabricante. Se tomaron muestras de los cultivos en distintos momentos para detectar la inhibición de NTE mediante RT-qPCR. 

			

			Inhibición in vivo de NTE

			Cuatro días post-inyección de STZ, las ratas se anestesiaron con uretano por vía intraperitoneal a una dosis de 1g/kg−1 (Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, EE. UU.). Se inyectaron intratecalmente 200 µg kg−1 de plásmido psiNTE (21), 200 µL de lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y 20 µL de solución salina al 0.9% mediante una aguja de calibre 30 entre las vértebras S1 y S2. Tras 48 horas post-inyección del plásmido, se sacrificaron los animales y se obtuvieron muestras del asta ventral de la médula espinal para las diferentes mediciones. Este tiempo se eligió con base en nuestros estudios preliminares con células cromafines para validar el momento de máxima efectividad del plásmido que inhibe la expresión de NTE (48 horas), así como la presencia de la fase temprana de neuropatía en las ratas (144 horas).

			Dos ratas de 230 g de peso fueron inyectadas intratecalmente con 200 µL de lipofectamina y 20 µL de solución salina al 0.9% (sin plásmido) para evaluar si la lipofectamina podía producir algún efecto tóxico, el cual no se observó.

			Muestras

			Bajo anestesia general, como se ha descrito, se extirpó la región toracolumbar de la médula espinal de las ratas, tras la laminectomía bajo un baño frío oxigenado con solución Ringer (NaCl155 mM, KCl 5.5 mM, HEPES 5 mM, MgCl₂ 2 mM, CaCl₂ 2.3 mM, pH = 7.4). Se diseccionaron las astas anteriores y se recolectó la materia gris. El tejido se dividió en fragmentos para determinar la apoptosis, la expresión génica y cuantificar los lípidos.

			Detección de apoptosis celular

			Las muestras de médula espinal se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na₂HPO₄ 10 mM, KH₂PO₄ 2 mM, pH=7.4) y se fijaron de inmediato en paraformaldehído al 4 % en PBS. Las muestras se incluyeron en parafina y se seccionaron a un espesor de 4 μm. Las células apoptóticas se detectaron mediante el ensayo TUNEL (Roche Diagnostics, Indianápolis, IN, EE. UU.). Posteriormente, las células se contratiñeron con verde de metilo. Se seleccionaron aleatoriamente diez campos (×400) en tres laminillas por rata (1500 células por rata, aproximadamente, a razón de 50 células por campo), y tres investigadores diferentes (estudio ciego) evaluaron el porcentaje de células apoptóticas. Las neuronas se tiñeron con anticuerpos específicos contra la enolasa neuronal y se evaluaron nuevamente.

			Análisis de la expresión de Bcl-2 y Bax mediante RT-PCR semicuantitativa. 

			A partir de 10 mg de médula espinal ventral se purificó el ARN total con TRIZOL (Gibco BRL, Nueva York, NY, EE. UU.). Para cada muestra, se realizó la transcripción inversa de 1.0 μg de ARN mediante el sistema SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), utilizando oligo (dT) como cebador. La expresión se analizó mediante PCR con el kit GoTaq Green Master Mix (Promega) a partir de 50 ng de cDNA, utilizando el siguiente conjunto de cebadores: Bcl-2F-CTGTGGATGACTGAGTACCTG, Bcl-2R-ATGCGACCTCTGTTTGATTTC; BaxF-CGCTACAGTCCTGGCTGGCT, BaxR-GCCTCACTCTGGTCAAGTG; β-actinaF-CTGACCCTGAAGTACCCCAT, β-actinaR-CTGCCCATCTATGAGGGTTAC. Los datos se obtuvieron mediante densitometría óptica con la herramienta ImageJ, tomando como control la expresión de β-actina.

			Determinación de la expresión de NTE 

			El ARN total se aisló a partir de 10 mg de médula espinal ventral de rata y se obtuvo el ADNc según lo descrito en el párrafo anterior. Las reacciones de qPCR se realizaron en un termociclador LightCycler 1.5 utilizando LightCycler DNA Master SYBR Green (Roche, Mannheim, Alemania) y los siguientes conjuntos de cebadores: GAPDHF-TGGACATTGTTGCCATCAACG, GAPDHR-CAACAGTACCTACTGGAACCG; NTEF-GCGAAGCTACAGCCAGATACT, NTER-CGCTTCGATGTCGGTCTATGA. Los tratamientos se realizaron por triplicado y los datos se analizaron mediante el método 2-ΔΔCT utilizando GAPDH como gen constitutivo.

			

			Determinación de lípidos en neuronas motoras

			Se homogeneizó el tejido en solución de Ringer. Los lípidos se extrajeron según lo descrito por Kuo et al. (22). El contenido total de lípidos se determinó mediante un ensayo colorimétrico con Spinreact (Spinreact, Girona, España). El contenido de PC se determinó mediante el kit de Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, EE. UU.

			Análisis estadístico

			Los valores se representaron como media ± error estándar (EE). Se utilizó la prueba de Student para determinar si existían diferencias entre las condiciones basales y postinducción. Se utilizó la prueba de ANOVA de una vía para evaluar las diferencias entre los tratamientos (C, ND, iNTE, ND-iNTE). Los resultados significativos se determinaron mediante la prueba de ANOVA y se analizaron con la prueba post hoc de Tukey. Se consideró p<0.05 como diferencia significativa.

			No se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos, lo que constituye una limitación de este trabajo.

			RESULTADOS

			Valores de peso y glucosa en los grupos experimentales

			El peso corporal final fue menor en el grupo ND (210 g) y en el grupo ND-iNTE (225 g) que en el grupo control (280 g) (Figura 1A). En este trabajo, la disminución de la expresión de NTE (grupo iNTE) no afectó el aumento de peso corporal, normalmente observado a lo largo de los días (Figura 1A). Las concentraciones finales de glucosa en sangre fueron igualmente elevadas en los grupos ND (445 mg/dL) ND-iNTE (452 mgIdL), en comparación con el grupo control (80 mg/dL), (Figura 1B).

			Fase temprana de neuropatía diabética

			La ND se produce cuando la VCNM es un 30% inferior a los valores basales (23). Por lo tanto, se midió la VCNM para determinar dicha disminución inducida por STZ en condiciones basales. En el grupo ND, los valores basales fueron 48 ± 3 m/seg; y a las 144 horas 32 ± 6 m/seg. 

			La VCNM fue menor en los grupos experimentales ND y ND-iNTE (Figuras 2A y 2B).

			En el grupo iNTE, la disminución de la VCNM fue del 19% (49 ± 1 vs. 40 ± 8 m/seg) a las 144 horas, lo que no fue significativo.

			 [image: ]

			Figura 1. Aumento de peso y de la concentración de glucosa en sangre. Modificación en el peso A) y aumento de glucosa en sangre total B) en los diferentes grupos experimentales en condiciones basales y después de 144 horas de tratamiento. ND: ratas con disminución de la VCNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE. n = 10. NS: No significativo; **p<0.01
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			Figura 2. Diagnóstico de disminución de la velocidad de conducción nerviosa motora (VCNM). A) Ejemplo de registros de la VCNM; B) resultados de los registros de la VCNM en los diferentes grupos experimentales. ND: ratas con disminución de la CVNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE. n=10. NS: No significativo; ** p<0.01.

			

			La expresión de NTE fue menor en las ratas en fase temprana de neuropatía diabética.

			Los resultados de la inhibición de la expresión de NTE muestran una disminución del 75 % en las células cromafines 48 horas después de la transfección; ni la molécula ciRNA (scrambled), ni el plásmido vacío alteraron significativamente la expresión de NTE (Figura 3A). La inhibición de NTE en ratas (Figura 3B) fue de 55 %, 48 horas después de la inyección del plásmido. La disminución observada en las ratas tratadas con el plásmido ciNTE puede deberse al daño ocasionado por la inyección, mientras que a las 72 horas se observa un aumento de la expresión, lo que puede indicar una recuperación de dicho daño. Los resultados de la expresión de NTE en los grupos experimentales (Figura 3C), demuestran que la expresión de NTE disminuyó incluso en el grupo ND, lo que podría indicar que NTE está implicado en los mecanismos patológicos de la enfermedad.

			[image: ]

			Figura 3. Efectividad del plásmido inhibidor de NTE (iRNA-NTE). A) Expresión de NTE en células cromafines, a diferentes tiempos postransfección con el plásmido inhibidor de NTE (iRNA-NTE) o con el plásmido control o “scrambled” (cRNA). B) Expresión de NTE en ratas tratadas con iRNA-NTE o cRNA a diferentes tiempos postratamiento. C) Expresión de NTE en los diferentes grupos experimentales. ND: ratas con disminución de la VCNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE de tres cultivos en células cromafines o de tres ratas diferentes. En los grupos experimentales: n=10. NS: No significativo; * p<0.05. ** p<0.01.

			La inhibición de NTE no provocó apoptosis en neuronas motoras 

			El ensayo de TUNEL en el tejido de las astas medulares ventrales mostró numerosos núcleos TUNEL positivos en las células de las secciones del grupo ND (Figura 4A). Tras la determinación del TUNEL, las secciones se tiñeron con un anticuerpo anti-enolasa neuronal (NSE) específico para confirmar que las células observadas fueran neuronas (Figura 4B). Se observa que los grupos ND y ND-iNTE presentaron un aumento estadísticamente significativo en el número de células apoptóticas; por el contrario, la inhibición de NTE (grupo iNTE) no incrementó la apoptosis (Figura 4C).

			Valores de expresión de Bcl-2 y Bax para determinar apoptosis

			Se midió la expresión de las proteínas Bcl-2 y Bax en los diferentes grupos experimentales (Figura 5). La inhibición de la expresión de NTE (iNTE) no provocó un aumento de la expresión de Bax, lo que indica que no se observó apoptosis.

			[image: ]

			Figura 4. Determinación de células apoptóticas. A) Ejemplo de evaluación de células apoptóticas. B) Ejemplo de tinción con anticuerpo anti-NSE en cortes previamente marcados con TUNEL. Las flechas indican neuronas teñidas. C) Determinación de células apoptóticas en los diferentes grupos experimentales a las 144 horas (seis días) post-inyección de STZ y/o a las 24 horas post-inyección del plásmido.  ND: ratas con disminución de la VCNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE, con 10 campos por laminilla y 3 laminillas por rata en cada grupo. ** p<0.01.
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			Figura 5. Expresión relativa de Bcl-2 y Bax. A) Electroforesis que muestra la expresión de Bcl-2 y Bax en tres muestras del grupo Control. Y en tres muestras del grupo iNTE. A) Valores de expresión relativa de β-actina, Bcl-2 y Bax en los diferentes grupos experimentales B) ND: Disminución de la VCNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE, con tres repeticiones por rata por grupo evaluado. n = 10. ** p<0.01 con respecto al valor del grupo Control

			La inhibición de NTE, aumentó los niveles de triglicéridos y colesterol LDL en sangre

			La inhibición de NTE (grupo iNTE) provocó un aumento de los niveles séricos de triglicéridos (Figura 6A) y de colesterol LDL (Figura 6B). Se obtuvieron resultados similares en los grupos con ND (ND y ND-iNTE). Estos resultados demuestran que NTE desempeña un papel en la homeostasis lipídica.

			Con la finalidad de comprender la relación entre la inhibición de NTE y el contenido de PC, se extrajeron y cuantificaron los lípidos totales y la PC de la sustancia gris de las astas ventrales de la médula espinal. No se encontraron diferencias en el contenido total de lípidos entre los grupos (Fig. 6C). En cambio, los niveles de PC fueron menores en los grupos experimentales que en el grupo control. No obstante, la reducción de los niveles de PC fue estadísticamente significativa en el grupo ND-iNTE en comparación con el grupo control (Figura 6D). 
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			Figura 6. Concentraciones lipídicas en sangre y en el tejido de la médula espinal ventral. A) Valores de triglicéridos en sangre de los diferentes grupos experimentales en condiciones basales y a las 144 horas postratamiento. B) concentraciones de lipoproteínas de baja densidad (LDLc) en los diferentes grupos experimentales en condiciones basales y a las 144 horas postratamiento. C) concentración de lípidos totales en el tejido ventral de la médula espinal de ratas de los diferentes grupos experimentales. D) concentración de fosfatidilcolina en el tejido ventral de la médula espinal de ratas de los diferentes grupos experimentales. ND: ratas con disminución de la VCNM; iNTE: ratas con disminución de la expresión de la esterasa NTE; ND-iNTE: ratas con disminución de la VCNM y de la expresión de la esterasa NTE. Los datos se presentan como media ± EE. n=10. NS: No significativo; * p<0.05, ** p<0.01. 

			DISCUSIÓN

			La contribución de este estudio radica en la disminución de la expresión de NTE en ratas tratadas con STZ (ND), lo cual no se había observado previamente. Este hallazgo subraya la importancia de reducir la expresión de NTE como mecanismo patogénico en la ND. Además, la disminución de la expresión de NTE se sumó al efecto del tratamiento con STZ en el grupo ND-iNTE, lo que confirma la observación previa.

			En humanos, pequeños cambios en la velocidad de conducción nerviosa pueden detectarse mucho antes de que aparezcan molestias en las extremidades (3-5), aunque, si se indica un daño neuronal, la desmielinización y el daño axonal son procesos que tardan más tiempo. En este trabajo se observó una disminución de la VCNM a las 144 horas, lo que no implica que los nervios estén completamente dañados y por lo tanto, no podemos afirmar que las ratas sufran ND, sino que se trata de una etapa temprana de esta patología. Entre las características de la ND, la alteración de la homeostasis lipídica inducida por la supresión de la NTE es crucial (24, 25).

			Los resultados obtenidos en este estudio, relativos a los niveles de triglicéridos y de colesterol LDL en los grupos ND y ND-iNTE, concuerdan con esta afirmación. Sin embargo, en este trabajo, también se demostró una alteración en el grupo iNTE. Tanto la NTE como sus homólogos se han identificado por su importante función como lipasas que hidrolizan fosfolípidos, por lo tanto, participan en la generación de triglicéridos, diglicéridos e intermediarios fosfolipídicos (26). La reducción de su actividad se traduce en un aumento de los niveles sanguíneos de triglicéridos e intermediarios fosfolipídicos. Esto podría explicar parcialmente la hipertrigliceridemia observada en el grupo iNTE en este trabajo.

			Se ha reportado una disminución de PC de hasta un 50% en el nervio ciático en un modelo de ratas diabéticas inducidas por STZ a las seis semanas de evolución (24). En este trabajo, el contenido de PC se redujo en más del 38% tras seis días de evolución en el grupo ND y en más del 29% en el grupo iNTE. Es importante enfatizar la diferencia en el tiempo de progresión de la enfermedad, ya que podría ser crucial prolongar el tiempo de tratamiento con el plásmido psiNTE para investigar si se observó una disminución continua del deterioro de la homeostasis lipídica, junto con una reducción de la VCNM.

			El contenido total de lípidos y de PC en el grupo iNTE mostró un patrón similar al de los grupos diabéticos, lo que resalta la importancia de la proteína NTE para la homeostasis lipídica y el papel de estos lípidos como posibles sustratos de NTE in vivo. Sin embargo, nuestros resultados indican que puede haber mecanismos adicionales involucrados en la homeostasis de la apoptosis neuronal y/o de la PC, ya que el grupo iNTE no presentó datos clínicos característicos de esta patología.

			La relación entre la PC tisular y el contenido de triglicéridos en sangre es controvertida y depende del tejido estudiado, del modelo animal utilizado, de la metodología empleada para obtener los resultados o de la vía fisiológica estudiada. La inhibición de NTE mediante moléculas de interferencia, la intoxicación por organofosforados o la deleción génica han demostrado que los niveles de triglicéridos aumentan cuando la síntesis de PC se inhibe parcialmente y viceversa (24).

			En este trabajo, la reducción del contenido de PC se relacionó con un posible daño neuronal. Varios estudios han demostrado que la PC desempeña un papel importante en el daño neuronal. Una baja concentración de PC induce la expresión de la proteína de estrés endoplasmático GADD153, que posee actividad proapoptótica (25), lo cual se asocia con una reducción del crecimiento y del daño inducido en el ADN. La disminución del contenido de PC en la membrana, que observamos cuando se inhibe la expresión de NTE, induce estrés del retículo endoplásmico, proteólisis de proteínas transmembrana y mitocondriales, modifica la estructura de la membrana e influye en procesos fisiológicos fundamentales, con cambios en los fosfolípidos de la membrana, incluida la propia PC (2, 24-27). Es posible que la disminución de PC afecte la estabilidad mitocondrial, crucial para la función normal de los nervios periféricos y para las interacciones neurona-glía. Este concepto respalda la hipótesis de que la disminución de la expresión de NTE influye en la desregulación de la homeostasis lipídica y en la apoptosis neuronal en la ND. La apoptosis observada en el grupo ND-iNTE (Figura. 4C) puede deberse únicamente a la ND. 

			En este sentido, la disminución en la cantidad de PC observada en este trabajo, puede deberse a la acción de otras esterasas para producir LPC y tratar de recuperar el daño llevado a cabo por la SZT o por la molécula de iNTE. La reducción de la expresión de NTE podría constituir un mecanismo que inhiba la muerte celular.

			Pero también la disminución observada de la cantidad de PC en todos los grupos experimentales de este trabajo puede deberse a una dinámica alterada de las tasas de degradación y/o de síntesis de PC. En cualquier caso, la medición de LPC podría fortalecer el presente trabajo.

			Es importante mencionar que este estudio tiene la limitación de evaluar los procesos de neuropatía en un plazo de pocos días. Lo que limita la posibilidad de observar la degeneración distal. A los seis días después de la inyección de STZ, las ratas ya presentaban la primera etapa de neuropatía, por lo que la inyección del plásmido para inhibir NTE se llevó a cabo a los cuatro días para permitir que el plásmido actuara durante 48 horas, tiempo en el que se observó buena efectividad (aunque podría no corresponder a su máxima funcionalidad). 

			CONCLUSIÓN

			Al inhibir la expresión de NTE, se observó alteración de la homeostasis lipídica y disminución de la VCNM, rasgos característicos de la ND. La expresión reducida de la NTE en esta patología sugiere una asociación entre la NTE y el daño neuronal en la fase temprana de la neuropatía diabética, aunque puede no ser el único mecanismo desencadenante de la patología.
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Expresion disminuida de esterasa NTE en neuronas motoras de
ratas en fase temprana de neuropatia experimental
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ABSTRACT

Decreased expression of NTE esterase in motor neurons of rats in
early-stage of experimental neuropathy

Introduction. Diabetic neuropathy is a common complication, characterized
by alterations in motor and sensory nerves. Apoptosis has been implicated in
this process related to phosphatidylcholine homeostasis, which is partially
regulated by the NTE esterase.

Objective. This study evaluated the effect of reduced NTE expression in
motor neurons in an early-stage experimental model of diabetic neuropathy
in rats.

Materials and methods. Two-months-old, male Wistar rats were distributed
into four groups: negative control (C). treated with streptozotocin (ND); treated
with an interfering RNA against NTE (iNTE); and treated with streptozotocin
plus the interfering RNA (ND-INTE). The motor nerve conduction velocity
was measured along with other diabetes markers. The ventral thoracolumbar
portion of the spinal cord was used to determine apoptosis by the TUNEL
assay. NTE expression was assessed by RT-qPCR, and triglyceride, low-
density lipoprotein, and phosphatidylcholine concentrations were determined
by colorimetry.

Results. In the streptozotocin-treated group, NTE expression and nerve
conduction velocity decreased significantly, and neuronal apoptosis was
observed. When NTE expression was inhibited, nerve conduction velocity
and phosphatidylcholine levels decreased. However, apoptosis was not
observed.

Conclusion. The results indicate an association between NTE and decreased
motor nerve conduction velocity, alterations in lipid homeostasis, and
neuronal death in diabetes. However, it does not appear to be the only
mechanism involved.

RESUMEN

Introduccién. La neuropatia diabética es una complicacion comin que se
caracteriza por alteraciones de los nervios motores y sensoriales. La apoptosis
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