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1. RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas presentan un mecanismo de dafio celular, conocido como
excitotoxicidad, que genera un estado de estrés oxidativo en la célula, definido por un desbalance
entre la produccion de radicales libres y los niveles de sistemas antioxidantes. En respuesta, existen
vias de sefializacion encargadas de proteger a la célula contra el estrés oxidativo, una de ellas es la
activacion del factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2). Nrf2 es un factor de
transcripcion encargado de regular la expresion de genes que codifican para proteinas involucradas
en la respuesta antioxidante y puede ser activado por la administracion de diferentes compuestos,
como la curcumina (CUR). CUR es el méas abundante curcuminoide extraido de la planta del tallo o
rizoma de la planta Carcuma Longa; ampliamente conocida y usada en el continente asiatico por su
actividad antioxidante, entre otras. En su estructura, CUR cuenta con un puente dicetonico a,f
insaturado que le concede la capacidad de inhibir a los radicales anién superdxido, éxido nitrico y el
perdxido de hidrogeno (Wright, 2002), ademas otros estudios proponen que es capaz de aumentar la
actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa
(Reddy y Lokesh, 1993) y hemoxigenasa-1 (Jeong et al, 2006). Sin embargo, no se conoce la via de
sefializacion responsable de esta induccion. El objetivo de este trabajo fue estudiar un posible
mecanismo de activacién de Nrf2 inducido por la CUR en un modelo neurotdxico con &cido
quinolinico (QUIN), evaluando si la CUR es capaz de inducir el factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF-factor involucrado en la supervivencia, desarrollo y funcién neuronal), y éste a su
vez de activar a ERK 1/2 (cinasa es la encargada de regular una gran variedad de procesos como la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular). Se inyectd una concentracion de QUIN de 240
nmol/uL en el cuerpo estriado derecho de ratas Wistar macho. Los animales fueron administrados
con CUR [400 mg/Kg, por via intragastrica (i.g)] durante 6 dias post-lesion. Al séptimo dia, las ratas
fueron sacrificadas para obtener el tejido cerebral y se realizaron pruebas para evaluar el dafio
morfolégico, inmunohistoquimicas y ensayos de Western Blot de las proteinas BDNF, ERK 1/2 y
Nrf2. El tratamiento con QUIN disminuy6 el nimero de cuerpos de Nissl y los niveles de BDNF,
ERK 1/2 y Nrf2, mientras que la administracion con CUR evito el dafio morfoldgico inducido por el
QUIN y aumenté los niveles de BDNF, ERK1/2 y Nrf2. Estos resultados sugieren que el efecto
protector de la CUR en el modelo bioquimico con QUIN podria involucrar la accion de BDNF sobre

la activacion de ERK 1/2 y el aumento en los niveles de Nrf2.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son padecimientos que van en aumento no solo en México
sino en el mundo, afectan principalmente a la poblacion de la tercera edad y el 64% de la poblacion
que la padece son mujeres. En el 2015 el Word Alzheimer Report estim6 que habia un poco mas de
800,000 personas con demencia en México. Se espera que para el afio 2030, el nimero de personas
con demencia aumente a un poco mas de 1.5 millones. Por este motivo, la busqueda de moléculas
terapéuticos que puedan ser usadas en este tipo de enfermedades ha tomado importancia y existe ya
una gran cantidad de informacion bibliografica de los procesos celulares mas comunes involucrados
en estos padecimientos como el estrés oxidativo ligado a la excitotoxicidad y la inflamacion. Debido
a esto, existen numerosas especies antioxidantes que se investigan como posibles candidatos
terapéuticos para las enfermedades neurodegenerativas, como la curcumina (CUR), un compuesto
conocido por sus propiedades antioxidantes y neuroprotectoras; sin embargo, aun se desconoce el
mecanismo por el cual lleva a cabo su efecto protector.

En este trabajo se propone estudiar el mecanismo asociado al efecto protector de la CUR en un

modelo neurotdxico inducido por el acido quinolinico (QUIN) en ratas Wistar.

IV.  ANTECEDENTES

1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son aquellos trastornos en los que se presenta muerte
progresiva neuronal, con diferente etiologia genética y fenotipos clinicos. La neurodegeneracion,
conduce a que el paciente presente ataxias (falta de control muscular o coordinacién de movimientos
voluntarios) y/o demencias (deterioro de la memoria, intelecto, comportamiento y capacidad de
realizar actividades normales). Este tipo de enfermedades representan mas del 50% de las consultas
en la especialidad de neurologia (Martinez et al., 2011); tienen gran repercusién en el &mbito
econémico, social y laboral; y provocan graves problemas e incluso la muerte en la mayoria de las
personas que las padecen. Algunas de las enfermedades mas comunes son Alzheimer, Parkinson,
Esclerosis lateral amiotrofica y Huntington.

La muerte neuronal comienza en diferentes regiones del cerebro dependiendo de la enfermedad
padecida. En el caso de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa mas comun;

ocurre por la muerte de las neuronas colinérgicas del hipocampo, la amigdala y la corteza cerebral



principalmente, es por este motivo que los primeros sintomas son la pérdida de la memoria, la
desubicacion espacial, etc.; en cambio en la enfermedad de Huntington, las neuronas del estriado son
las més afectadas. Este tipo de neuronas son las encargadas de los movimientos, es por eso que los
pacientes dejan de tener el control de sus movimientos (Benes, 2016).

Existen factores de riesgo que pueden estar implicados en el padecimiento de estas enfermedades
como la edad (los adultos-mayores son mas susceptibles a padecer este tipo de enfermedades), la
hipertension arterial, la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, el hébito de fumar, por mencionar
algunos (Borrell, 2017). Hasta ahora no existe la forma de frenar el avance progresivo de estas
enfermedades, ya que los tratamientos son paliativos y se enfocan en retardar la neurodegeneracion o
en mejorar la calidad de vida del paciente.

Las células constantemente estan produciendo especies reactivas de oxigeno (EROs) que son
deshechos de los procesos celulares fundamentales y las mantienen en bajos niveles gracias a los
sistemas antioxidantes; sin embargo, cuando aumenta considerablemente la cantidad de EROs
provocando que la célula sea incapaz de eliminarlas, a este estado celular se le conoce como estrés
oxidativo, el cual est4 involucrado en el dafio agudo y crdnico del sistema nervioso central (SNC)
(Corrales y Mufioz, 2012).

Los aminoacidos excitadores participan en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas. A
pesar de que juegan un papel crucial en el aprendizaje y la memoria, se ha demostrado que la sobre-
activacion de los receptores de este tipo de aminoacidos resulta en grandes alteraciones en la sinapsis
neuronal. Aunque la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas tienen caracteristicas
especificas y causas diferentes, diversos estudios han demostrado que la excitotoxicidad esta
implicada en estas patologias y también hay evidencia que sugiere que la neurodegeneracion tiene
como uno de los principales mecanismos al estrés oxidativo (Dong et al., 2009)

2. Excitotoxicidad

La excitotoxicidad se define como un mecanismo téxico que se caracteriza por la activacion
prolongada de los receptores de aminoacidos excitatorios, como el del glutamato, que es el principal
de éstos. La excesiva activacion de éstos receptores dispara una serie de mecanismos (aumento de
Ca®* citosélico y produccién de EROs) que conllevan a dafio y a la muerte celular (Mehta et al.,
2012).



3. Glutamato

El glutamato (Figura 1) es uno de los principales aminoacidos no esenciales y juega un rol clave
como neurotransmisor en la plasticidad sinaptica, en el desarrollo del cerebro y en la potenciacion a
largo plazo (fendmeno esencial para el aprendizaje y la memoria). Sin embargo, las cantidades de
glutamato deben de ser estrictamente reguladas para que el cerebro funcione de una manera adecuada
ya que cuando se encuentra en altas cantidades puede ocurrir una activacion anormal de sus
receptores y generar dafio celular (Mehta et al., 2012).

El glutamato se sintetiza a partir del o-cetoglutarato (derivado del ciclo de Krebs) y la glutamina
(aminoacido no esencial) en una reaccion catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa.
Después de su sintesis, el glutamato es acumulado en vesiculas pre-sinapticas hasta que en presencia
de una sefal eléctrica; que subsecuentemente provocara la despolarizacion de la célula y la entrada

de Ca?*; el neurotransmisor ser4 liberado al espacio sinéptico (Beas, 2005).
o o

HO
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Figura 1. Estructura del glutamato

4. Receptores de glutamato

Existen dos tipos de receptores a glutamato; 1) los receptores ionotrépicos; que estan acoplados a un
canal i6nico y su activacién permite la entrada de diversos iones, principalmente Ca’* y Na®, asi
como la salida de K*; y 2) los receptores metabotrépicos; que promueven la activacion de segundos
mensajeros via proteinas G.

Los receptores metabotrépicos (mGIuR) comprenden una familia heterogénea de receptores que
estan vinculados a varias vias de sefiales de transduccion via la proteina G. La union del glutamato a
estos receptores regula la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal a través de la activacion o

inhibicién de varios sistemas efectores acoplados a proteinas G (Fouillioux et al., 2004). La
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estructura de estos receptores consta de siete dominios transmembranales separados por pequefias
asas intra y extracelulares (Bleich et al., 2003).

Se han descrito 8 subtipos que se dividen en tres grupos principalmente (Bleich et al., 2003):

Grupo I: Activacion de la fosfolipasa C, resultando en la generacion de segundos mensajeros como
el diacilglicerol (DAG) y el inositol 3 fosfato (IP3)

Grupo Il y I11: Cuya activacion inhibe a la adenilato ciclasa que resulta en una menor produccion
de AMPc.

Los receptores ionotropicos son los mas estudiados y son los que se han involucrado en la
excitotoxicidad; se pueden dividir en tres tipos y su nombre se deriva de sus agonistas especificos: 1)
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), 2) receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico) y 3) receptores kainato. Su estructura general consiste en un dominio
extracelular amino terminal, tres cruces transmembranales, un loop reentrante que forma el poro del
canal io6nico y un dominio intracelular C-terminal. Ademas generalmente se ensamblan en una
estructura tetramérica formados por subunidades de proteinas integrales hetero-oligoméricas
(Moreno y Zarain, 2006).

Los receptores AMPA regulan la transmision sindptica rapida en el SNC. Estos receptores son
heterotetrameros conformados por 4 subunidades principales GIuAl, GIuA2 GIuA3 y GluA4 que
forman un canal i6nico permeable a Na*. Los receptores AMPA son fisiolégicamente impermeables
a Ca’" debido a la presencia de su subunidad GIuA2; sin embargo, después de alguna lesion
neuronal, dafio por isquemia o epilepsia hay una reduccién de GIuA2 en los receptores provocando
una alta permeabilidad a Ca®* generando diversas condiciones patolégicas (June y Savtchouk, 2012).
Poseen 3 dominios transmembrana y un loop reentrate que forma el poro del canal idnico
caracteristico de los receptores ionotropicos (Fouillioux et al., 2004). Estos receptores son los
primeros en activarse después de la exocitosis y permiten que se lleve a cabo una despolarizacién
parcial para activar a los receptores NMDA (Michaelis, 1998)

Los receptores kainato comparten la misma topologia y estequiometria que los receptores AMPA,
por lo que estan compuestos de tetrdmeros proteicos formados por combinaciones de 5 subunidades
GIuR5, GIuR6 y GIuR7, en combinacién con KA1y KA2 (Fouillioux et al., 2004). La combinacién
de KA2 con GIuR5 conforma un receptor funcional permeable a Na™ pero con baja permeabilidad a

Ca®" al igual que los receptores AMPA.

El receptor ionotrépico mas estudiado y el que esta involucrado en la potenciacion a largo plazo y en

la excitotoxicidad es el receptor NMDA. Existen tres diferentes subunidades NR1,NR2 y NR3, que
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estan altamente glicosiladas y los receptores de NMDA funcionales son tetrameros formados por
homodimeros de NR1 (componente obligado; sin embargo la expresion de canales homoméricos
NR1 da como resultado canales que presentan corrientes de muy baja amplitud con respecto a los
receptores neuronales) y NR2 (subunidades reguladoras o potenciadoras ya que la sola expresion de
las subunidades NR2 no genera receptores funcionales) (Cull et al., 2001; Flores et al., 2012). Por el
contrario, la subunidad NR3 probablemente actia como dominante negativo de la actividad del
receptor (Ciabarra et al., 1995). Los receptores NMDA poseen diferentes sitios de union como: a) el
sitio de union a glutamato en NR2; b) el sitio de union a la glicina en NR1, que funciona como un
modulador alostérico, facilitando la accion del glutamato; c) el sitio de union a poliaminas, que
provoca efectos potenciadores o inhibidores; d) el sitio de unién a Mg?*; y e) un sitio de unién a Zn**
(Figura 2) (Avilay Peérez, 2016).

Sitio de union a @ Sitio de union
glicina NR1 NR? a glutamato
\ Sitio de union a
' ‘\\ y - .’ poliaminas
s H2N H2N -~

1 <@ Ssitio de union

Espacio extracelular | { S e a Znd*

[ —~ _Acoy \COOH

Sitio de boqueo por
- Mq @

Figura 2. Heterodimero de NR1-NR2 que conforma un receptor NMDA funcional de
glutamato. Los receptores NMDA funcionales se forman de heterotetrameros integrados por
heterodimeros de las subunidades NR1-NR2. Otras caracteristica especiales de este receptor es su
facilidad al bloqueo por Mg?*, su sitio de unién a glicina en NR1 que actlia como coagonista y su
sitio de union a glutamato que se encuentra localizado en NR2. Su estructura general consiste en un
dominio extracelular amino terminal, tres cruces transmembranales, un loop reentrante que forma el
poro del canal iénico y un dominio intracelular C-terminal. Es permeable al influjo de Ca** y al
flujo retrogrado de K*
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La activacion del receptor NMDA requiere de una despolarizacion parcial, mediada por los
receptores AMPA y kainato (Figura 3A) (son los primeros receptores que se activan con glutamato)
ya que los receptores NMDA se encuentran blogueados en el espacio sinaptico con cationes Mg*",
que impiden que el receptor interactie con el glutamato. La despolarizacion parcial debida a la
entrada de Na*, permite que la molécula de Mg®* se libere y se favorece la unién del glutamato y su
co-agonista (glicina) en sus respectivos sitios, el receptor se activa y se vuelve permeable a Ca®*, K*
y Na* pero mantiene una preferencia al Ca®* (Figura 3B). Debido a la alta permeabilidad de los
receptores NMDA al Ca®*, cuando hay un aumento en la concentracién del glutamato u otro tipo de
moléculas agonistas a dichos receptores en el espacio sinaptico, se produce un aumento excesivo en
la concentracion de Ca®* celular, que a su vez activa mecanismos de dafio celular (Mehta et al.,
2012).
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Figura 3. Activacion de los receptores ionotropicos de glutamato A) El glutamato es
almacenado en las vesiculas presinapticas que al despolarizarse la célula, por la entrada de Ca®*
debido a una sefial eléctrica, el neurotransmisor es liberado al espacio sinaptico. El glutamato;
una vez liberado se acopla sobre los receptores AMPA y Kainato que son los primeros en
activarse, una vez activos estos receptores permiten la entrada de Na® lo que provoca la
despolarizacion parcial de la célula (pierde su carga negativa). B) EI Mg?* que se encuentra
blogueando al receptor NMDA es liberado permitiendo que se active y permita la entrada de
Ca?* principalmente.
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5. Aumento de Ca®" intracelular

Cuando los receptores de glutamato se activan, favorecen la entrada de Ca®* a la célula directamente
como transportadores; sin embargo, cuando hay un exceso de glutamato en el espacio sinaptico
ocasiona la entrada masiva de Ca®" al interior de la célula provocando un aumento intracelular de
este cation en el citoplasma de la célula, y consecuentemente la activacion secundaria de los canales
de Ca®* dependientes de voltaje y la liberacion de Ca** desde el reticulo endoplasmico mediada por
los receptores de rianodina y los receptores IP3 (IP3 es producto de la activacion de los receptores
metabotrépicos). La concentracion fisiologica de Ca?* en el reticulo endoplasmico es de 1 mM
mientras que en el citoplasma es de 100 nM esta diferencia favorece la salida de este cation hacia el
citoplasma (Quintanar y Calderén, 2007) . Dicho en otras palabras, el aumento de Ca*" intracelular
genera la liberacion de mas Ca*", hasta que los mecanismos reguladores (ATPasa-Ca’*, el
intercambiador de Na'/Ca?*, entre otros) son insuficientes para mantener los niveles normales de
Ca®" intracelular generando dafio y muerte celular (Wodja et al., 2008).

Cuando el Ca®* aumenta en el citoplasma, comienza a entrar al interior de la mitocondria por medio
del uniportador de Ca®*. La acumulacién excesiva de Ca®* en la mitocondria ocasiona eventos
mortales para la célula como la despolarizacion de la membrana que desacopla la cadena
transportadora de electrones, disminuye la sintesis de ATP y aumenta la produccion de EROs.

Al reducirse la sintesis de ATP, los mecanismos de liberacién de Ca®* de la célula se ven afectados
provocando un mayor aumento de Ca’* en la célula y una sucesiva apertura del poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM). EI PPTM es un mecanismo de muerte celular que
provoca la liberacién desde la membrana mitocondrial hasta el citosol de moléculas con capacidad
apoptotica como el citocromo ¢, Smac/DIABLO (segundo activador de caspasa derivado de
mitocondrias/inhibidor directo de proteina de unién a apoptosis con pl bajo), Apaf-1 (factor-1
activador de proteasa de apoptosis), AlF (factor inductor de apoptosis) y algunos miembros de la
familia de las caspasas como caspasa-2 Yy caspasa-9 (Figura 4). Todos estos agentes son capaces de

activar diferentes rutas apoptoticas (Tornero et al., 2002).
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Figura 4. Apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM).
La entrada de Ca** en el citoplasma y posteriormente a la mitocondria provoca el
desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones con la generacién de EROs y
la apertura del PPTM. El resultado de la apertura del PPTM provoca la liberacion del
citocromo C (Cit C), la formacion del apoptosoma, entre otras rutas que promueven la
apoptosis celular. Imagen modificada (Tornero et al., 2002).

6. Estrés oxidativo

En las células eucariotas se requiere un balance redox para el mantenimiento de su fisiologia normal.
Este equilibrio redox se da entre la produccion de especies oxidantes y/o radicales libres (productos
de la respiracion celular) y los sistemas de defensa antioxidante. La pérdida de este balance conduce
al estrés oxidativo. El estrés oxidativo se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libres
y especies oxidantes (especies que son convertidas rapidamente en radicales libres) que no alcanza a
ser neutralizado por los antioxidantes naturales generando dafio y muerte celular. En numerosas



enfermedades; entre ellas las neurodegenerativas, se ha visto que el estrés oxidativo juega un papel
clave para el desarrollo de la patologia (Singh et al., 2019).

Las EROs son radicales libres o especies oxidantes, que se forman a partir de O,. En condiciones
fisioldgicas el O, se reduce a H,O por el complejo de la citocromo oxidasa, que transfiere 4 e” al O,
(via tetravalente de reduccion del O,) esta reduccion es necesaria para la sintesis de ATP y se lleva a

cabo todo el tiempo en la mitocondria de la célula (Halliwell, 2006):

O, +4H "+ 4 e- >2 H,0

Sin embargo durante el transporte de electrones en la cadena transportadora de electrones, algunos
electrones llegan a reaccionar directamente con el O, generando EROs como intermediarios (via
univalente de reduccion del O,). Ademas en condiciones patologicas en las que se desarrollan
eventos excitotoxicos, existe un aumento de Ca®*" mitocondrial que ocasiona interrupciones en la
cadena transportadora de electrones que consecutivamente generan un aumento en las EROs
(Tornero et al., 2002).

Algunas de los EROs mas abundantes son el anién superéxido (O;"), el radical hidroxilo (OH") y el
perdéxido de hidrogeno (H20,), entre otros. Cuando la molécula de O, acepta un electron, se forma el

anion superdxido (Halliwell, 2006):

O, +1le > 02._

Cuando la molécula de O, acepta dos electrones, se forma el H,0,

0, +2H"+ 2e" > H,0,
La mitocondria cuenta con enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (MnSOD) y la
glutation peroxidasa (GPx), que trabajan conjuntamente para remover el O," y el H,O, generando
H,0O mediante las siguientes reacciones:

Superéxido
20,"+2H" 2> 0,+H,0, dismutasa

Glutation

H,0, + 2GSH (glutatién reducido) - 2H,0 + GSSG (Glutation oxidado) peroxidasa
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Sin embargo; si la concentracion de O,” y H,O; en la mitocondria rebasan los limites estimados o si
la concentracion de las enzimas son insuficientes, el H,O, puede dar pie a la generacién del OH’
mediante la reaccién de Fenton en la que se requieren trazas de metales de transicion como
catalizadores (Halliwell, 2006):

Fe” + H,0, > Fe** + OH’ + OH

Adicionalmente, el O, también puede participar en otra reaccion que da pie a la generacion del OH’

también conocida como reaccion de Haber-Weiss:

0,"+H,0,> OH'+OH+ 0,

En condiciones fisiologicas, las EROs pueden ser contrarrestadas por los sistemas antioxidantes
naturales; sin embargo en condiciones patologicas las EROs producidas no alcanzan a contrarrestarse

por los sistemas antioxidantes naturales (Corrales y Mufioz, 2012).

Las especies reactivas de nitrogeno (ERN); al igual que las EROs, son radicales libres que se
encargan de generar estrés nitrosante que pueden dafiar y comprometer la vida celular. Una de las
ERN mas importante es el 6xido nitrico (NO’), molécula que modula la neurotransmision del
glutamato y que es generado por la enzima sintasa de 6xido nitrico neuronal (SONn) y endotelial
(SONe), dos de las tres isoformas de la NOS que se encuentran distribuidas en el cerebro y que
dependen de la concentracién de Ca®* (que aumenta con la sobreactivacion de los receptores
NMDA). Existen estudios que han demostrado que los niveles altos de NO" ocasionan la liberacion
de glutamato de las neuronas, contribuyendo a la muerte neuronal por excitotoxicidad (McKenna,
2007).

Ademas, el NO’ puede reaccionar con el O," generando peroxinitrito (ONOQ?), molécula altamente
oxidante que puede favorecer la fragmentacion del DNA, la peroxidacion de lipidos, la nitracién de
proteinas y la reduccion de la recaptura del glutamato en las células gliales, lo que conlleva a la

muerte celular (Nakamura et al., 2007; Halliwell, 2006).

NO’+ O,” > ONOO

17



7. Danio cerebral causado por EROs y ERNs

El estrés oxidativo provocado por EROs y ERNs puede ocasionar oxidacion de diferentes moléculas
como: a) proteinas, b) DNA y c) lipidos. La oxidacion de proteinas es una modificacion covalente de
las proteinas, todos los aminoacidos pueden servir como blancos de ataque de las especies reactivas;
sin embargo, algunos son mas susceptibles como la metionina, triptéfano, fenilalanina, tirosina, entre
otros. La modificacién de las cadenas laterales de los aminoacidos puede generar alteraciones
directamente en la estructura y la funcion de las proteinas, fragmentacion quimica o mayor
susceptibilidad a protedlisis. La cuantificacion de los grupos carbonilos ha sido el biomarcador méas
utilizado para detectar dafio a proteinas, debido a que la exposicidén de estos grupos se da por la
ruptura de enlaces covalentes y no covalentes entre los diferentes aminoacidos que forman la
proteina (Olivares et al., 2006). Las alteraciones en la estructura proteica favorecen la formacién de
agregados presentes en algunas enfermedades neurodegenerativas.

Por otro lado, la oxidacion del DNA genera modificaciones permanentes del material genético
generando mutagénesis, carcinogénesis y envejecimiento, la reaccién mas estudiada es la formacion
de la 8-hidroxiguanosina (8-OHdG). En el caso de la oxidacidn de los &cidos grasos poliinsaturados,
se forman dos productos principales que son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-
HNE). El primero es un compuesto mutagénico, mientras que el segundo pese a ser un compuesto
poco mutagénico es el principal producto toxico de la lipoperoxidacion, ya que puede dafar los
transportadores de glutamato generando excitotoxicidad. La oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares provoca su deterioro, disminuyendo su fluidez,
reduciendo el potencial electroquimico y aumentando la permeabilidad, generando dafio en la
membrana y comprometiendo la vida celular. EI cerebro es uno de los rganos mas susceptibles del
cuerpo humano a las EROs debido a su alto consumo de oxigeno, su alto contenido de &cidos grasos
poliinsaturados, su limitada actividad antioxidante. Es por esto que se ha sefialado que la
administracién de compuestos antioxidantes podrian funcionar como candidatos terapéuticos en las
enfermedades neurodegenerativas (Gonzalez, 2015).

Se han descrito mecanismos que promueven la reduccion de las ERO y ERN en dos fases iniciales.
En la Fase |, participan las enzimas que metabolizan carcindgenos y xenobioticos (enzimas de la
familia p450) y llevan a cabo reacciones de Oxido-reduccion que introducen o exponen grupos
funcionales en las moléculas. Por otro lado, en las reacciones de fase 11, se reduce la electrofilicidad
de los metabolitos carcindgenos y xenobioticos modificados mediante su conjugacion enzimatica con

ligandos enddgenos, como pueden ser el glutation (GSH) y el acido glucuronico (Konigsberg, 2007).
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8. Acido quinolinico (QUIN) como modelo excitotdxico/pro-oxidante

El QUIN es una neurotoxina endogena producto del metabolismo del triptofano, presente en el
cerebro de rata y humano. La via de la kinurenina (KP), es la principal ruta del metabolismo del
triptéfano, cuya funcion es la produccion de NAD® y NADP® (Figura 5). La concentracion
fisiolégica del QUIN es por debajo de 100 nM; sin embargo, bajo ciertas condiciones patoldgicas
incrementa a 10-40 uM. (Kubicova, 2015).

El QUIN es un agonista competitivo de los receptores NMDA selectivo de las subunidades NR2A y
NR2B (De Carvalho et al., 1995); este subtipo de receptores se expresa principalmente en el cuerpo
estriado, el hipocampo y la corteza del cerebro humano y de rata adulta.

La concentracion de QUIN cambia en las diferentes areas del cerebro, siendo la corteza cerebral
donde se observan los niveles mas altos y el cuerpo estriado donde se observan los mas bajos.
Ademas, las neuronas espinosas medianas del estriado parecen ser las células cerebrales mas
susceptibles al efecto toxico del QUIN debido a la sobreactivacion de receptores NMDA con
subunidades NR2B (Tepper et al., 2010).
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Figura 5. Principales componentes de la via de la kinurenina. Modificado de
(Guillemin y Brew, 2016).
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El QUIN esta involucrado en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas que se
relacionan con la excitotoxicidad, como el Alzheimer (Guillemin y Brew, 2016), ya que ademas de
activar los receptores NMDA puede inhibir la recaptura del glutamato en las vesiculas sinapticas e
incrementar su concentracion a niveles excitotdxicos. EI QUIN ha mostrado la capacidad de generar
el OH" de manera independiente a la activacion de los receptores NMDA mediante la formacién del
complejo QUIN-Fe (Il) (Santamaria et al., 2001). Ademas, el QUIN es capaz de favorecer el
aumento de la especie reactiva ONOO’, como consecuencia de la disminucion de SOD vy el
incremento de NOS (Perez et al., 2005).
El QUIN puede inducir la muerte neuronal a través de diferentes mecanismos:
a) Sobreactivacion de los receptores NMDA provocando un aumento de Ca** intracelular y la
subsecuente activacion de proteinas quinasas, fosfolipasas, proteasas, entre otras.
b) Incremento de la concentracion de glutamato debido a la inhibicion de su recaptura por los
astrocitos y las vesiculas presinapticas.
c) Induccion de lipoperoxidacion y la rotura de la cadena de DNA in vitro, debido a la
formacion del complejo QUIN-Fe (I1) que facilita la formacion de EROs como OHe (Goda et
al., 1996).
d) Potencia su propia toxicidad y la de otras neurotoxinas; como el NMDA, el glutamato y la
glicina, teniendo un efecto sinérgico.
e) Activa la enzima NOS, que provoca un aumento de los niveles de NO’, favoreciendo el estrés

oxidante.

En los dltimos afios se han ido descubriendo nuevos mecanismos de toxicidad del QUIN, que

parecen tener una estrecha relacion con la activacion de los receptores NMDA (Guillemin, 2012).

La mayoria de las cascadas neurotoxicas desencadenadas por el QUIN generan EROs y ERN (Pérez
et al., 2012), es por ello que el dafio causado por el QUIN puede ser prevenido usando diferentes
antioxidantes como la L-carnitina y melatonina (Behan et al., 1999).

La inyeccion estereotaxica intraestriatal de QUIN en ratas produce cambios neuropatoldgicos y
neuroquimicos similares a los observados en la enfermedad de Huntington (Sanberg et al., 1989). De
igual manera se ha detectado un aumento de QUIN en un analisis post-mortem de las placas seniles
de pacientes con Alzheimer en etapa avanzada (Guillemin y Brew, 2016), asi como en el cerebro de

pacientes con la enfermedad de Huntington en etapas tempranas (Guidetti et al., 2004). Ademas,
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algunas alteraciones en la via de la kinurenina se han relacionado con la patogénesis de diversas
enfermedades neurodegenerativas (Lin Tan, 2012).

Debido a lo anterior, el modelo bioquimico mediante la administracién de QUIN en ratas, ha sido
ampliamente utilizado en el estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en las
enfermedades neurodegenerativas, ya que se ha visto que genera un ambiente excitotoxico y estrés
oxidativo similar al que se produce en estas patologias (Rahman et al., 2018). Algunos compuestos
antioxidantes han sido estudiados como posibles candidatos terapéuticos en las enfermedades
neurodegenerativas ya que son capaces de disminuir la excitotoxicidad generada en dichos
padecimientos (Santana et al., 2014; Behan et al., 1999; Rodriguez et al., 2000). Por ello, en este

trabajo se evaluo el efecto de la curcumina (CUR).

9. Antioxidante natural: Curcumina

El cuerpo cuenta con un sistema de defensa antioxidante enddgeno de tipo enzimatico y no
enzimatico para neutralizar la excesiva produccion de ERO y ERN (Coyle y Puttfarcken, 1993). Las
SODs, las catalasas (CATS) y las peroxidasas (glutation peroxidasa y la tiorredoxina peroxidasa) son
ejemplos de antioxidantes enzimaticos; dentro de los no-enzimaticos destacan la vitamina A, el cido
ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), el &cido urico, la glicina, la taurina y el
tripéptido glutatién, entre otros. Sin embargo, existen numerosos compuestos de origen natural que
presentan propiedades antioxidantes como los polifenoles, flavonoides, isotiocianatos y los
fitoquimicos (Coyle y Puttfarcken, 1993). La CUR es un compuesto natural ampliamente conocido
por sus propiedades antioxidantes y este trabajo se centrara en resaltar a la CUR como candidato
terapéutico en aquellas enfermedades que presentan al estrés oxidativo dentro de su fisiopatologia
(enfermedades neurodegenerativas).

La CUR pertenece a la familia de los curcuminoides, pigmentos polifendlicos presentes en los
rizomas o tallos subterraneos de la planta tropical Cdrcuma (Curcuma longa L, Zingibetaceae)
(Figura 6). La curcuma es una planta de tallo largo (cerca de 1 m de longitud) y sus flores son de
color blanco. El rizoma de la planta; donde se encuentran los pigmentos curcuminoides, tiene unas
dimensiones maximas de unos 7 cm de largo por 2.5 cm de ancho. La planta necesita

aproximadamente 8-10 meses para madurar (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015).
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Figura 6. Rizoma de la Curcuma

La CUR es el principal polifenol curcuminoide encontrado en la cdrcuma, se produce en el tallo
subterraneo o rizoma de la planta, ademas es el principal responsable de las propiedades medicinales
y farmacoldgicas de la misma. Este compuesto presenta un esqueleto hidroxicarbonado diceténico

con varios grupos funcionales (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de CUR. Imagen recuperada de (Gonzalez et al., 2015)

Debido a sus grupos funcionales es practicamente insoluble en agua, sin embargo se puede
solubilizar en disolventes organicos como el DMSO o etanol. Su propiedad lipofilica lo hace capaz
de atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. En la basqueda de la administracion de
CUR como agente terapéutico oral, se han utilizado emulsiones de CUR con carboximetilcelulosa.

Sus multiples aplicaciones incluyen dar sabor a los alimentos, tefiir telas de color amarillo-naranja y
como remedio para aliviar diferentes trastornos de la salud, ya que se ha estudiado ampliamente
como remedio herbolario. Algunos de sus efectos farmacologicos mas estudiados son: anti-tumoral,

anti-inflamatorio y anti-infeccioso.
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La CUR posee propiedades bioldgicas como antioxidante directo ya que atrapa radicales libres y
ademas es un conocido inductor del factor Nrf2 (antioxidante indirecto). Su habilidad para atrapar
radicales libres se debe a sus grupos hidroxilo, ademas en su forma ceto es un potente donador de H*
(Figura 8) (Gonzalez et al., 2015).

Forma Ceto
0 0O
N N M P
HO ~ ~OH
OCHz3 H3CO

Grupos hidroxilo

Figura 8. Propiedades estructurales de CUR responsables de su capacidad

antioxidante directa. EI grupo metileno entre la fraccion beta-diacetona de la cadena

heptadienona, contiene enlances C-H muy débiles debido a la deslocalizacion del

electrén desapareado en los oxigenos adyacentes. En su forma endlica son los grupos

hidroxilo los que actian como donadores de H*. Modificada de (Gonzélez et al.,

2015).
La CUR presenta tautomeria ceto-enol (Figura 9); en medio acido y neutro, la forma ceto es la forma
que predomina siendo su forma mas estable; sin embargo, en medio alcalino predomina la forma
enol perdiendo su estabilidad. En la membrana celular la CUR se encuentra en su forma ceto
(Gonzélez et al., 2015). Sus caracteristicas estructurales le confieren mayor capacidad antioxidante
con respecto a otros antioxidantes fendlicos (Barzegar y Moosavi, 2011).
En un estudio reciente se demostrd que un inhibidor de las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK) disminuyd la capacidad antioxidante de la CUR disminuyendo su capacidad de activar al
factor Nrf2 en células de epitelio retinal (Bucolo et al., 2019). Ademas, se observé que un analogo de

la CUR indujé la fosforilacion de ERK1/2 favoreciendo la activacion de Nrf2 (Kim et al., 2008).
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Figura 9. Tautomeria ceto-enol de CUR

10. Factor Neurotrofico Derivado de Cerebro (BDNF)

BDNF pertenece a la familia de neurotrofinas (factor de crecimiento nervioso, la neurotrofina-3 y la
neurotrofina 4/5) que se encargan de la supervivencia, el desarrollo y la funcion de las neuronas en el
sistema nervioso periférico y central. La participacion de las neurotrofinas en los procesos de
desarrollo y mantenimiento ha sido estudiada y demostrada en modelos in vitro e in vivo. Ademas,
modulan el crecimiento y la ramificacion axonal y dendritica (Bothwell, 1995). BDNF es
considerado un potente modulador de la funcién neuronal, ya que promueve la supervivencia, la
diferenciacion y maduracién neuronal y la plasticidad sinaptica (Reichart, 2006). Los ratones que
han sido genéticamente modificados con deficiencia genética de BDNF o de su receptor exhiben un
exceso de actividad apoptotica en el cerebelo (Schwartz et al., 1997).

BDNF es sintetizado como un precursor inmaduro llamado pre-proBDNF, en donde el dominio “pre”
corresponde al péptido sefial que guia a la pro-proteina. Este péptido sefial es rapidamente eliminado
y procesado a proBDNF por enzimas especificas intracelulares como las proconvertasas (la mas
abundante es la furina) presentes en el aparato de Golgi y en vesiculas secretoras. También enzimas
extracelulares como las metaloproteasas de matriz presentes en la matriz extracelular pueden
procesar este precursor inmaduro.

El pro-BDNF es un precursor con tamafio de 32 kDa que sufre N-glicosilaciones y glicosulfataciones
dentro de su pro-dominio (Mowla et al., 2001). Posteriormente algunas proteasas extracelulares
como la plasmina y la metaloproteinasa-7 se encargan de hacer una escisién N-terminal al pro-BDNF
dentro de la red trans-Golgi o en vesiculas secretoras inmaduras para generar BDNF maduro

(mBDNF, 14 kDa). mBDNF forma dimeros C-terminales, los cuales son liberados por las neuronas a
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través de secrecion constitutiva (secrecion liberada sin ninguna sefial especifica) o de manera
dependiente de la actividad sinaptica.

Solo mBDNF puede unirse a su receptor tirosina quinasa (TrkB) e inducir supervivencia y
diferenciacion neuronal, al contrario de pro-BDNF que se une a p75 NTR (miembro de la familia de
receptores al factor de necrosis tumoral) y la sortilina (proteina transmembrana tipo 1) e inducir
apoptosis (Teng et al., 2005). p75 es un receptor de las neurotrofinas y es un miembro de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral y su activacién desencadena mecanismos
que conllevan a la muerte celular; como la activacién de JNK que induce la activacion de genes pro-
apoptoticos y NFk-B, un factor de transcripcion relacionado con procesos inflamatorios (Konigsberg,
2007; Reichart, 2006). Este tipo de receptor se expresa en diversas afecciones patolégicas como la
neurodegeneracion y los péptidos potencialmente toxicos, incluidos el péptido beta amiloide que se
acumula en la enfermedad de Alzheimer, son ligandos para p75 (Dechant y Barde, 2002).

TrkB-T1 es una forma trunca del receptor TrkB que carece del dominio tirosina cinasa, se expresa en
el cerebro y en células gliales. Este tipo de receptor compite por BNDF con TrkB-FL (receptor en su
forma completa) y forma heterodimeros inactivos en las neuronas (Haapasalo et al., 2001). La
expresion de TrkB-T1 en astrocitos es estimulada después del dafio y puede modular la
vulnerabilidad neuronal y el secuestro de BDNF en astrocitos (Binder y Scharfman, 2004). TrkB-T1
esta también involucrado en la regulacion de la concentracion local de BDNF y en la modulacion
negativa de la expresién de los receptores TrkB y su funcion (Tejeda y Diaz, 2017).

mBDNF se concentra en diferentes regiones del cerebro de rata adulta como la corteza cerebral, el
hipocampo, el cuerpo estriado, el cerebelo, el cerebro anterior basal, el tronco del encéfalo y varias
regiones del hipotdlamo (Tapia et al., 2004); sin embargo por medio de ensayos
inmunohistoquimicos se ha observado que la cantidad de RNAm de BDNF en algunas regiones de
cerebro es escaso como en el cuerpo estriado, estos hallazgos sugieren que BDNF es sintetizado y
transportado de forma anterdgrada desde los cuerpos celulares de la corteza cerebral, sustancia
compacta, amigdala y tdlamo hasta el cuerpo estriado y otras regiones (Altar et al., 1997).

Como ya se habia mencionado, el receptor de BDNF es TrkB miembro de la familia de receptores
quinasa relacionados con la tropomiosina (Trk). Los receptores Trk existen en su forma completa
(TrkB-FL) y en su forma trunca (TrkB-T1 y TrkB-Shc), con la ausencia del dominio quinasa. La
union de BDNF a TrkB-FL se ha relacionado con la proliferacion y la supervivencia neuronal (Pérez
et al., 2000), el crecimiento axonal y dendritico (Orefice et al., 2013), asi como con la plasticidad

sinaptica (Huang y Reichardt, 2003).
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La union de BDNF a TrkB-FL desencadena cascadas de sefializacion intracelular, siendo las tres vias
principales (Figura 10): 1) la ruta de la fosfolipasa C-gama (PLC-y) que conduce a la produccion de
diacilglicerol, IP3 y Ca* como segundos mensajeros encargados de activar a PKC (proteina cinasa
C) y su funcién primordial es promover la supervivencia y la plasticidad sinaptica; 2) la ruta de PI-3-
cinasa (PI3K) que activa a AKT (proteina cinasa B) encargada de regular factores anti-apoptoticos y
controla la actividad de varias proteinas esenciales para el crecimiento axonal y dendritico; y 3) la
ruta de la cinasa regulada por sefial extracelular 1/2 (ERK 1/2) que promueve la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia neuronal mediante la supresion de la proteina Bcl-2 asociada a muerte
(BAD, proteina pro-apoptoética) y la activacion del factor de transcripcion CREB (proteina de unién
al elemento de respuesta a AMPCc). Las diferentes vias se activan dependiendo del estimulo recibido,
en el caso de la via PLCy se ve favorecido en la plasticidad sinaptica, la via PI3K se favorece ante
estimulos de crecimiento axonal y dendriticos y la via MAPK1/2 se favorece en la proliferaciéon y

diferenciacion (Tejeda y Diaz, 2017).
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Figura 10. Las tres principales vias de sefializacion de BDNF. Al unirse BDNF a
TrkB-FL induce la homodimerizacion y activacion (autofosforilacion) del receptor
desencadenando las 3 principales vias: 1)MAPK/ERK (via azul), 2) PI3K (via rosa) y 3)
PLCy (via amarilla). La primera promueve la diferenciacion y supervivencia mediante la
supresion de las proteinas pro-apoptoticas como BAD y activacién del factor de
transcripcion CREB. La segunda controla la actividad de varias proteinas esenciales para
la supervivencia neuronal como Bcl-2, antagonista de muerte celular o GSK-3fy. Y la
tercera desencadena el reclutamiento de la fosfolipasa Cy (PLCy) que promueve la
supervivencia neuronal, el crecimiento de la neurona y la plasticidad sinaptica.
Modificado de
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Un analisis post-mortem de pacientes con la enfermedad de Huntington y Parkinson muestran una
reduccion de los niveles de BDNF (Ferrer et al, 2000). De los factores neurotréficos, BDNF parece
ser el principal regulador de la cascada de sefializacion de las MAPK en el cerebro. ERK1/2
(miembro de la familia de las MAPK) es activada por BDNF e induce un aumento en los niveles de
neurotrofinas por medio de la activacion de CREB. La activacion ERK 1/2 es mediada por BDNF
promoviendo la supervivencia celular en cultivos de hipocampo (Hetman y Gozdz, 2004) y
exhibiendo un efecto protector en episodios de isquemia (Wang et al., 2016)

11. MAPK cinasas (proteinas cinasas activadas por mitogenos)

Las MAPK son proteinas cinasas citoplasmicas que fosforilan residuos de serina/treonina. Su
principal funcién consiste en la transduccion de sefiales desde la superficie al interior de la célula,
amplificando una respuesta fisiol6gica de forma especifica y apropiada. Son activadas por la unién
de un ligando a su receptor o por condiciones oxidativas, su activacion también esta asociada a
respuestas de hipo e hiperosmolaridad, luz ultravioleta, agentes genotdxicos, entre otros. El estrés
oxidativo activa en algunos casos la sefializacién de las MAPK para promover la supervivencia
celular, pero también la activacion de la misma via puede promover la muerte celular. Sus sustratos
pueden asociarse tanto con la neurodegeneracion (Mielke y Herdegen, 2000) como con la
neuroproteccion (Karmarkar, et al., 2011); por lo tanto, varias cascadas de sefializacion podrian
activarse en paralelo. Su participacién a nivel molecular ocurre en procesos de apoptosis, de
transcripcion, traduccién y sintesis de &cidos nucleicos (Gavilanes, 2005).

Hay tres miembros principales de la familia de las MAPK evolutivamente conservadas: la cinasa
regulada por sefial extracelular (ERK), c-Jun N-terminal cinasa (JNK) y p38. Cada cascada de
sefializacion de las MAPK consta de al menos de tres componentes: una MAPK cinasa cinasa
(MAP3K), una MAPK cinasa (MAP2K) y una MAPK. La MAPK activada cataliza la fosforilacion
de una gran variedad de sustratos como factores de transcripcion, proteinas citoplasmicas, proteinas
cinasas y otras proteinas funcionales. Las MAP3K son cinasas de serina/treonina que se activan por
fosforilacidn o por su interaccion con una GTPasa como Ras o Rho. La activacion de MAP3K lleva a
cabo la fosforilacion y activacion de las MAP2K, las cuales se activan por la fosforilacion de serina o
treonina; son enzimas con especificidad dual para su sustrato ya que activan por fosforilacion a las
MAPK en residuos de treonina y tirosina en el motivo Thr-X-Tyr, o bien pueden iniciar su activacion

con la fosforilacién de un solo sitio. Las MAPKSs se activan diferencialmente dependiendo del tipo de
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estimulo. Por ejemplo, la activacion de ERK se favorece en respuesta a estimulos mitogénicos,

mientras que JNK y p38 son potencialmente activados por estrés (Zipper y Mulcahy, 2000).

12. Cinasa Regulada por sefial extracelular 1/2 (ERK1/2)

ERKZ1/2 es uno de los miembros de la familia de las MAPK que se ha asociado con la regulacién de
procesos relacionados con la supervivencia, progresion, migracion y diferenciacion celular (Hetman
y Gozdz, 2004). ERK1 y ERK2 constan de 379 y 360 residuos de aminoacidos en el humano,
respectivamente; mientras que en rata y/o ratén constan de 380 y 358 residuos de aminoacidos,
respectivamente y se expresan simultaneamente en una gran cantidad de organelos (Roskoski, 2012).
Ademas, son 84% idénticas en secuencia y comparten la mayoria de sus funciones por lo que
comunmente se les denomina ERK1/2. Su principal cascada de transduccién es denominada Ras-
Raf-MEK-ERK (Wortzel y Seger, 2011) y cuando se activa también se ha asociado a muerte celular
(Chu et al., 2004), ya que ademas de activarse por factores de crecimiento, factores neurotréficos y
algunas citocinas, esta via también puede activarse en respuesta al estrés oxidativo (Montaner, 2007).
La via ERK1/2 inicia con la activacion de un receptor de membrana como el receptor tirosin-quinasa
(TKR), acoplado a proteina G (GPCRs), canales i6nicos y otros. La activacion del receptor permite
el reclutamiento de un factor de intercambio de nucle6tidos de guanina (GEF) que se encarga de
activar a Ras. La proteina Ras es una cinasa que actia como “interruptor molecular” donde Ras-GDP
es la forma inactiva y Ras-GTP es la forma activa. Ras-GTP conduce a la activacion de la familia
Raf cinasas que se encargan de fosforilar y activar a MEK1/2. Las proteinas MEK1/2 son cinasas de
doble especificidad que llevan a cabo la fosforilacién de residuos de tirosina y treonina en ERK1/2
(Figura 11). A su vez, la forma activa de ERK1/2 (p-ERK) fosforila una gran cantidad de sustratos.
Cuando el receptor TrkB es activado, el mismo receptor se dimeriza y autofosforila permitiendo la
unién de Shc. La proteina Shc recluta proteinas adaptadoras como Grb2 y Sos 1/2 (proteina
intercambiadora de nucle6tidos) que consecutivamente permiten la activacion de Ras
desencadenando la via Ras-Raf-MEK-ERK (Wortzel y Seger, 2011).
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Figura 11. Via de sefalizacion de ERK1/2. La cascada inicia con la activacion de un
receptor acoplado a proteinas G o canal idnico que permite el reclutamiento de GEF (factor
de intercambio de nucleotidos de guanina) que sera encargado de activar a Ras (Ras-GTP).
Ras de forma activa conduce a la fosforilacion de las Raf cinasas (P-Raf) que se encargan
de fosforilar y activar a MEK1/2, a su vez las proteinas MEK1/2 llevan a cabo la
fosforilacion de ERK1/2 dando inicio a mecanismos de crecimiento y proliferacion celular
(circulos azules). Cuando se trata de la activacion del receptor TrkB, el mismo receptor se
dimeriza y autofosforila permitiendo la union de Shc (circulo amarillo) que a su vez recluta
proteinas adaptadoras como Grb2 y Sos 1/2 (proteina intercambiadora de nucleétidos) que
consecutivamente permiten la activacion de Ras siguiendo la misma cascada anteriormente
mencionada. En forma paralela se colocé los tres componentes de los cuales consta cada
cascada de sefializacion de las MAPK: P-Raf es una MAPK cinasa cinasa (MAP3K), P-
MEK una MAPK cinasa (MAP2K) y P-ERK 1/2 es una MAPK.

La activacién de ERK1/2 promueve la supervivencia celular mediante la expresion de c-Fos y c-Myc
en el nacleo. Por otro lado, el principal blanco citosélico de ERK1/2 es la proteina ribosomal S6
cinasa (RSK), que activa varios factores de transcripcion que incluyen a CREB. La activacion de
CREB participa en la regulacion de algunas neurotrofinas, como BDNF. Ademas se ha asociado a
ERK1/2 con el aumento de la translocacion nuclear de Nrf2 como mecanismo de proteccidn contra el
estres oxidativo (Yang et al., 2011) y por ello se propone a Nrf2 como sustrato para mediar la
supervivencia celular (Cullinan et al., 2003).
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13. Factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2)

Nrf2 es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes que codifican para proteinas
involucradas en la respuesta antioxidante. La activacion de Nrf2 protege a las células contra la
muerte y el dafio celular inducido por el estrés oxidativo. En modelos animales de isquemia cerebral,
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Huntington, hepatotoxicidad, entre otras; se ha
demostrado el efecto protector de Nrf2 (Silva y Maldonado, 2018). Nrf2 pertenece a la familia de
proteinas bésicas con cierre de leucinas (bZip) o “zipper” en la region C-terminal, con una region
bésica corriente arriba de bZip responsable de la unién al ADN, mientras que la regién acidica se
requiere para la activacion transcripcional (Niture et al., 2010). Tiene 605 aminoacidos, sin embargo,
mediante la técnica de electroforesis se determind un peso molecular 96-118 kDa, debido a la
presencia de residuos acidos en su estructura y a las modificaciones post-traduccionales como la
fosforilacion (Pi et al., 2007).

El sitio de union en el ADN de Nrf2 se conoce como ARE (Elementos de Respuesta Antioxidante) y
es una region amplificadora o “enhancer” tipo CiS, con una secuencia definida como 5’-
TGACNnnGCA-3’ (Espada, 2010) que media la activacion transcripcional de genes que codifican
para proteinas que estan involucradas en la detoxificacion y la eliminacion de xenobioticos. ARE
puede ser activada por diversos compuestos oxidantes y electréfilos (Kdnigsberg, 2007).

Nrf2 es regulado por su represor Keapl (Proteina 1 asociada- ECH Kelch-like), que se encarga de
reprimir su actividad mediante la formacién del complejo Nrf2-Keapl en el citoplasma. Cuando
Keapl detecta estrés oxidante libera a Nrf2; sin embargo; en ausencia de estrés, Keapl funciona
como un adaptador de sustratos del proteosoma. La selectividad y especificidad del mecanismo de
degradacion de proteinas del proteosoma esta dado por una proteina llamada ubiquitina (UBQ) que
se une a las proteinas que se van a degradar y una vez que las proteinas estan ubiquitinadas (o
poliubiquitinadas) son reconocidas por un complejo de proteasas conocido como proteosoma 26S
que desdobla y degrada las proteinas. El proceso de poli-ubiquitinacion y reconocimiento requiere de
la participacién de varias enzimas: las E1 para la activacion de UBQ, las E2 para la congujacion de
la UBQ y las E3 para su unién. Existen una gran cantidad de ligasas E3 en los organismos eucariotes
como la familia de ligasas “Cullin-based” (Cul). Se ha demostrado que Keapl es un adaptador que
une a Nrf2 con la ligasa Cul-3 lo que permite la regulacion de Nrf2 mediante su degradacién
(Tornelli et al.,2018; Konigsberg, 2007) por el proteosoma a través de la via ubiquitina-proteosoma

26S y prevenir asi la expresion innecesaria de genes antioxidantes (Kobayashi et al., 2005).
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Cuando Nrf2 es liberado por Keapl; Nrf2 se transloca al nucleo, se dimeriza con miembros de la
familia pequefia Maf, cuyos heterodimeros se unen a ARE para coordinar la transcripcion de genes
involucrados en la fase Il de detoxificacion y de respuesta antioxidante (Figura 12) (Gan y Johnson,
2013). Nrf2 regula la transcripcion de genes cuyos productos son enzimas de defensa antioxidante
como la hemoxigenasa-1 (HO-1), las SODs, peroxidasas, las CATSs, entre otras (Chen et al., 2015).
Se han identificado méas de siete mil genes blanco de Nrf2 mediante el uso de ratones knock out para
el gen de Nrf2 y otras técnicas (Suzuki et al., 2013). La activacion de ARE inducida por Nrf2 es
responsable de la induccidn coordinada de los genes que codifican para las proteinas de fase Il que

promueven la reduccion de las EROs y ERNs (Kdnigsberg, 2007).
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Nrf2 puede ser regulado a traveés de multiples niveles en un proceso finamente coordinado; la
traslocacién citoplasmica-nuclear, la regulacion transcripcional mediante la respuesta al estrés Nrf2-
ARE y una disminucion de la degradacién, han sido propuestos como mecanismos de activacién de

Nrf2. Mdltiples estudios demuestran que la fosforilacion de la proteina es necesaria para la
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activacion del Nrf2-ARE. La fosforilacion de Nrf2 en la Ser-40 mediado por PKC juega un papel
esencial en la disociacion de Nrf2-Keap-1 (Pi et al.,2007). Entre las posibles vias de sefializacion
involucradas en la regulacion de Nrf2 se incluyen a las MAPK (Yu et al., 2000). En otros estudios se
ha reportado que la activacion de Nrf2 dependiente de p-ERK, contribuye a la homeostasis redox y a

la supervivencia celular (Cullinan et al., 2003).

V. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La CUR es un antioxidante natural que se extrae del rizoma de la circuma (Curcuma Longa), es
ampliamente conocido y utilizado por sus fines terapéuticos. Se ha reportado que la CUR ademas
de ser un atrapador de EROs y ERNSs, la principal via por la que ejerce su efecto antioxidante esta
asociada con su capacidad de activar el factor de trascripcion Nrf2 (Gonzalez, 2015), ya que de esta
forma es capaz de aumentar el sistema de defensa antioxidante (Li Gan, 2014). Sin embargo, el
mecanismo de activacion de Nrf2 mediado por la CUR aln no esta completamente claro. Existen
estudios que relacionan el efecto protector de la CUR con su capacidad para incrementar los niveles
de BNDF (Srivastava et al., 2016), el cual es un potente modulador de la funcion neuronal ya que
promueve la supervivencia, diferenciacion y maduracion (Reichart, 2016). Otros estudios han
asosciado el efecto protector de la CUR con su capacidad para activar la cinasa ERK 1/2; que es
una proteina cinasa que se ha relacionado con la regulacion de procesos involucrados en la
supervivencia celular (Hetman y Gozdz, 2004). No obstante, no existe evidencia que relacione a
estas proteinas (BDNF y ERK 1/2) como las responsables de la activacién de Nrf2 y por lo tanto
del efecto protector de la CUR. Por ello, en este trabajo se estudi6 la participacion de BDNF y ERK
1/2 como posibles responsables de la activacion del factor Nrf2 en la neurodegeneracion inducida

por la administracion intraestriatal de QUIN in vivo.

VI. HIPOTESIS

Se ha reportado que la administracion de CUR induce la activacién del factor Nrf2, la acumulacién
de Nrf2 inducida por la CUR estara relacionada con la activaciéon de ERK 1/2 a través de un
mecanismo de sefializacion dependiente de BDNF en un modelo de neurotoxicidad inducida por el
QUIN.
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VIl. OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES

1. Objetivo general
Determinar la participacion de BDNF en la activacion de ERK 1/2 como mecanismo de activacion

de Nrf2 inducido por la CUR en un modelo de neurodegeneracion inducido con QUIN.

2. Objetivos particulares
En ratas Wistar inyectadas intraestrialmente con QUIN (240 nmol) y tratadas con CUR durante 6

dias post-lesion determinar:
e Los niveles de BDNF en estriado mediante inmuhistoquimica y Western blot.
e La activacion de p-ERK 1/2 (forma activa) en estriado cuantificando sus niveles mediante
Western blot.
e La activacion de Nrf2 en estriado cuantificando sus niveles mediante inmunohistoquimica y
Western blot.

e El dafo histologico en estriado mediante la tincion de Nissl.

VIIl. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y Anticuerpos

El QUIN, la CUR, la albdmina sérica bovina (BSA), el p-formaldehido, el floruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y los inhibidores de proteasas y fosfatasas fueron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). La membrana de polifluoruro de vinilo (PVDF) fue de Millipore (Bedford, MA,
EUA). Los anticuerpos primarios anti-Nrf2 (C-20), anti-fosfo ERK 1/2, anti- ERK 1/2 fueron de
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, EUA). El anticuerpo primario anti-BDNF fue de Abcam
(Cambridge, MA, EUA). Los anticuerpos secundarios fueron de Enzo Life Sciences (Farmingdale,

NY, EUA). Todos los otros reactivos fueron obtenidos de fuentes comerciales conocidas.

2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 280-320 g de peso, que se mantuvieron en cajas de acrilico
limpias libre de patdgenos especificos, en condiciones controladas de temperatura (25 + 3°C),

humedad (50 + 10%) e iluminacion (ciclos de luz y oscuridad de 12 h). Los animales tuvieron libre
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acceso a la dieta comercial estdndar para ratas (Laboratory rodent diet 5001, PMI Feeds Inc.,
Richamond, IN; USA) y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales desarrollados en
los animales se apegaron a los lineamientos del Comité Institucional para el Cuidado de los
Animales de Laboratorio del INNN (CICUAL-INNN), siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Durante los experimentos, se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el
sufrimiento de los animales. Este trabajo forma parte del protocolo No. 44/15 del INNN.

3. Disefio experimental

Los animales fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos (n = 6):

1) SHAM: Las ratas fueron inyectadas intraestriatalmente con solucion salina isotonica (SSI) y
administradas con carboximetilcelulosa (vehiculo, i.g.).

2) CUR: Las ratas fueron inyectadas intraestriatalmente con SSI y administradas con CUR (400
mg/Kg, i.g.). Debido a que la CUR es insoluble en agua, se preparo una emulsion en
carboximetilcelolusa al 0.5% con una concentracion de 15 mg/ml.

3) QUIN: Las ratas fueron inyectadas intraestriatalmente con QUIN y administradas con
carboximetilcelulosa (vehiculo, i.g.)

4) QUIN + CUR: Las ratas fueron inyectadas intraestriatalmente con QUIN y administradas
con CUR (400 mg/ Kg, i.9.).

Los animales de los grupos SHAM y QUIN recibieron carboximetilcelulosa y los animales de los
grupos CUR y QUIN + CUR fueron administrados via i.g. con CUR (400 mg/ kg) durante 6 dias
consecutivos post-lesion. La primera dosis se administré 24 h después de la inyeccidn
intraestriatal. Veinticuatro horas después de la Gltima administracion (dia 7) las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion (previa sensibilizacion con pentobarbital sédico) o perfusion
dependiendo de la técnica empleada (analisis histoldgico e inmunohistoquimica o Western Blot)
(Figura 13).
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Figura 13. Disefio Experimental. Los sujetos experimentales se separaron en 4 grupos
SHAM, QUIN, CUR y QUIN+CUR. EIl dia 0 los sujetos fueron sometidos a una
inyeccion intraestriatal con QUIN en el caso de los grupos QUIN y QUIN+ CUR o SSI
en el caso de los grupos SHAM y CUR. Del dia 1 al 6 los sujetos recibieron via
intragéstrica un tratamiento con CUR (emulsién preparada con carboximetilcelulosa al
0.5%) en el caso de los grupos CUR y QUIN+CUR o el vehiculo (carboximetilcelulosa
al 0.5%) en los grupos SHAM y QUIN. El dia 7 todos los sujetos fueron sacrificados y
se llevo a cabo la recoleccion de las muestras para evaluar el dafio histologico mediante
la tincion de Nissl, medir los niveles de Nrf2 y BDNF por inmunohistoquimica y
Western Blot, asi como medir los niveles de ERK 1/2 por Western Blot.

4. Inyeccion estriatal

1) EI QUIN se disolvid en SSl y se ajustd el pH a 7.4 con NaOH.

2) Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/Kg, i.p.).

3) Se montd a la rata en el estereotaxico con el craneo expuesto (Figura 14) y se buscaron las
siguientes coordenadas de acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1986): +0.5 mm
anterior al bregma, -2.6 mm lateral al bregma y -4.5 mm ventral a la dura. Se perfor6 hasta dejar el
cerebro expuesto.

4) Las ratas recibieron una inyeccién unilateral dentro del estriado derecho (coordenadas anteriores
descritas). Se administré 1 uL de QUIN o SSI (equivalente a 240 nmol) en intervalos de 0.25 pL de
QUIN cada 30 s hasta completar un 1 gL como volumen final. Se dejo la microjeringa durante 2 min

y después se retiro cuidadosamente. Finalmente, el area se limpid y la piel se suturo.
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5.

A SR

Figura 14. Rata montada en aparato estereotaxico. Recuperada de
Técnicas Basicas en el Laboratorio de Neurociencia I. Cirugia estereotaxica
(Espinosa et al., 2014).

Obtencion de las muestras empleadas en el anélisis histolégico e inmunohistoquimica

Siete dias después de la inyeccion con QUIN o SSI:

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

Las ratas se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital sodico (100 mg/kg, i.p.).

Se perfundieron por via transcardiaca con SSI fria y heparina (1/500, v/v), seguido de una
solucion fria de paraformaldehido 4% (Figura 15).

Se extrajeron los cerebros y se fijaron en paraformaldehido 4% por 24 h.

Los cerebros se deshidrataron gradualmente pasando por un carril de alcohol 96%, alcohol
100%, alcohol-xilol (1:1) y xilol 100%.

Después de pasar por xilol 100% los cerebros se pasaron a parafina previamente derretida.
Tras el embebimiento completo de las muestras se vertié parafina liquida en un molde, se
introdujo la muestra con la orientacion deseada y se dejo solidificar a temperatura ambiente
(Fijacion).

Empleando un microtomo rotatorio, se obtuvieron cortes coronales (5 um de grosor), cada
100 pm, cubriendo una distancia total de 300 um (100 um anterior y 100 um posterior al

trayecto de la aguja.
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Figura 15. Perfusion por via transcardiaca. Recuperado de Whole Animal
Perfusion Fixation for Rodents (Gage et al., 2012).

6. Tincién de Nissl

Fundamento: EIl colorante basico (violeta de cresilo) se une a los cuerpos de Nissl que son cimulos
de reticulo endoplasmico rugoso ricos en ribosomas. Los cuerpos de Nissl se encuentran en el
citoplasma de la célula y se encuentran en el soma y las dendritas de la neurona, su funcion es
sintetizar y liberar proteinas esenciales para el crecimiento neuronal y la regeneracion de axones. Sin
embargo, en algunas patologias los cuerpos de Nissl pueden disminuir e incluso desaparecer
(cromatolisis).
Procedimiento:
1) Los cortes coronales se hidrataron pasando por un tren de disolventes.

a) Xilol 100% por 1 h

b) Alcohol-Xilol (1:1) por 5 min

c¢) Alcohol 100% por 5 min

d) Alcohol 96% por 5 min

e) Agua por 5 min
2) Los cortes se tifieron con violeta de cresilo 0.1% durante 1 min y se lavaron con agua destilada
para eliminar el exceso de colorante.
3) Los cortes se contrastaron con eosina y se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de
colorante.
4) Las muestras fueron deshidratadas pasando por una serie de disolventes con orden decreciente de
polaridad.

a) Agua por 5 min

b) Alcohol 96% por 5 min
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c) Alcohol 100% por 5 min

d) Alcohol-Xilol (1:1) por 5 min

e) Xilol 100% por 5 min

5) Se coloco resina a los cortes y posteriormente se montd el cubreobjetos.

6) Se obtuvieron imégenes del cuerpo estriado de cada corte, usando el objetivo 40X.

7) El resultado se expres6 como porcentaje de células positivas a Nissl.

7. Inmunohistoquimicas
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Figura 16. Fundamento de la técnica de
inmunohistoquimica.  Recuperado  de
https://www.labclinics.com/decalogo-para-
principiantes-en-inmunohistoquimica/

Procedimiento:

Fundamento: Esta técnica permite localizar moléculas en
los tejidos mediante el empleo de anticuerpos (proteinas del
tipo inmunoglobulina G). Por la gran especificidad y la alta
afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer
moléculas y unirse a ellas, permite detectar cantidades

infimas de moléculas presentes en el tejido (Figura 16).

1) Los cortes coronales se hidrataron pasando por un tren de disolventes

a) Xilol 100% por 1 h

b) Alcohol-Xilol (1:1) por 5 min

c) Alcohol 100% por 5 min
d) Alcohol 96% por 5 min
e) PBS-T 0.05% por 5 min

2) Las muestras se sumergieron en amortiguador de citrato de sodio 5% mas Triton X-100 al 0.2%

por 15 min.

3) Se inactivo la peroxidasa con H,0, 1% por 15 min.

4) Las muestras se bloquearon con BSA 0.01% durante 1 h.

5) Posteriormente, se incubaron con anticuerpo primario anti-BDNF (1:50) y anti-Nrf2 (1:25)

durante 48 h. Transcurrido el tiempo, las muestras se lavaron para eliminar el exceso de anticuerpo,
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se incubaron con el Kit Biotynlated Universal (Estreptavidina y HRP) y se revelaron con 3-3’-
diaminobenzidina.

6) Las muestras se contratifieron con hematoxilina y se lavaron con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante.

7) Las muestras fueron deshidratadas pasando por un tren de disolventes con orden decreciente de
polaridad.

8) Se coloco resina sobre las muestras y posteriormente se monto el cubreobjetos

9) Se obtuvieron imagenes del cuerpo estriado de cada corte, usando el objetivo 40x (se
seleccionaron dos campos al azar en cada rata de los 4 grupos).

10) El resultado se expresé como porcentaje de células positivas a BDNF o Nrf2.

8. Obtencidn de las muestras para la preparacion del homogeneizado de tejido
1) Se obtuvo el estriado derecho de cada rata de cada grupo SHAM, CUR, QUIN y SHAM+CUR y
se coloco en hielo.
2) El tejido se homogenizé en 500 pl de amortiguador de lisis pH 7.9, se centrifug6 a 20,800 x g
durante 30 min a 4°C y se obtuvo el sobrenadante que se usé en el ensayo de Western Blot.
Adicionalmente, el sobrenadante se emple6 para cuantificar los niveles de proteina por el método de
Lowry.

9. Ensayo de Western blot

Fundamento: Es una técnica analitica ampliamente utilizada para el estudio de proteinas. Permite la
deteccion de una sola proteina dentro de una muestra bioldgica. La especificidad del Western blot se
logra mediante la utilizacion de un anticuerpo primario que reconoce y se une a un epitopo Unico de
la proteina de interés.

Procedimiento:

1) Se cargaron 50 pg de proteina del homogenado completo.

2) Se separaron las proteinas por peso molecular mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE al
10% (para Nrf2) y 12% (para BDNF).

3) Las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF).

4) Las membranas se incubaron con anti-BDNF (1:1000), anti-Nrf2 (1:1000), anti-fosfo ERK 1/2
(1:1000), anti-ERK 1/2 y anti-tubulina (1:8000) a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, se
lavaron 3 veces con TBS-T (Tween 0.1%) y se bloguearon usando BSA al 5% durante 2 h a

temperatura ambiente con agitacion moderada.
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5) Se afadio el anticuerpo policlonal secundario conjugado con peroxidasa de rabano anti-conejo
(1:10,000), anti-ratén (1:10,000) y anti-cabra (1:10,000).

6) Las membranas se revelaron usando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia (ECL,
Amersham Pharmacia Biotech, USA) y se obtuvieron imagenes usando el programa Imaging System
Fusion Solo S.

7) Los valores de area de cada grupo se estandarizaron para el valor de &rea del grupo SHAM (valor
=1). Los datos se expresaron como la proporcion de (densidad 6ptica) OD del cociente proteina/a-
tubulina utilizando el software ImageJ.

8) Las membranas se lavaron con solucion de stripping para la deteccion de dos 0 mas proteinas.

10 . Analisis estadistico
Los datos se expresaron como la media + el error estandar de la media (SEM). El anélisis estadistico
se realiz6 mediante ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey para las comparaciones
entre grupos experimentales utilizando el programa GraphPad Prism 6.0. Las diferencias

significativas se consideraron con un valor de P< 0.05.

IX. RESULTADOS

1. CUR incrementa los niveles de BDNF en el estriado

Para evaluar los niveles de BDNF se llevé a cabo la técnica de inmunohistoquimica. Se observo el
marcaje positvo a BDNF en la region perinuclear. En el grupo SHAM se observé abundante
expresion de BDNF, mientras que la administracion de CUR (91.0%) increment6 casi el 40% los
niveles de BDNF con respecto al grupo SHAM (51.4%). La inyeccion de QUIN disminuyo
significativamente los niveles de BDNF (22.1%) comparado con el grupo SHAM y CUR; sin
embargo, el tratamiento con CUR + QUIN (76.4%) mostré un reestablecimiento e incluso un
aumento del 25.1% de células positivas a BDNF con respecto al grupo SHAM y del 54.3% de
células positivas con respecto al grupo QUIN (Figura 17). Ademas, se puede observar que la
intensidad del marcaje en los grupos inyectados con SSI (SHAM y CUR) es mas fuerte con respecto
a los grupos inyectados con QUIN (QUIN y QUIN+CUR).

40



N
K, W ogay %
ts Qe Poo
: ' )
' "O“ »
9 g
P ) Y < l ok I avd
b g -
‘ ¢ ! 2
t » = 100 1 -
A & z
5 : z QYT o b o 804
Q) f' e\ D) ¥ % : 60+
3 \ 1 § ]
< 2
R - . ﬁ 401
e e § 204
‘ € 88 & 8
) ) ' ’ % b
* . - S I g J © T T T T
- hIIPEE ") # ¢ ; SHAM CUR  QUIN QUIN+CUR

Figura 17. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y la curcumina (CUR) sobre los niveles de
BDNF. Los niveles de BDNF se evaluaron el dia 7 después de la inyeccién intraestrial con SSI
0 QUIN. Se presenta una microfotografia (40X) representativa del estriado derecho de cada
grupo: A) SHAM, B) CUR, C) QUIN y D) QUIN+CUR). Las flechas negras indican células
positivas a BDNF. La grafica muestra el porcentaje de células positivas a BDNF/por campo, el
cual fue obtenido a partir de 2 campos seleccionados aleatoriamente a lo largo del estriado
derecho. Los datos son expresados como la media + SEM (n=3). *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.

Para corroborar los cambios observados en los niveles de BDNF por el ensayo de
inmunohistoquimica, se utiliz6 la técnica de Western Blot, en la que se observd el mismo
comportamiento que en el ensayo con inmunohistoquimica. En el grupo QUIN (0.8) se observé una
disminucion del 20% de los niveles de BDNF con respecto a los grupos SHAM (1.0) y una
disminucion de aproximadamente el 40% con respecto al grupo CUR (1.4); sin embargo, el
tratamiento con CUR (1.1) reestableci6 los niveles de BDNF aumentando aproximadamente el 30%

de los niveles de BDNF con respecto al grupo QUIN (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de acido quinolinico (QUIN) y la curcumina (CUR) sobre los niveles de
BDNF en estriado por Western Blot. Los niveles de BDNF se evaluaron el dia 7 después de la
inyeccion intraestrial con SSI o0 QUIN. Se presenta un Blot representativo y la cuantificacion de
la densidad Optica de cada grupo: SHAM, CUR, QUIN y QUIN+CUR. Los datos son expresados
como la media + SEM (n=3). *p<0.05 y **p<0.01.
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2. CUR incrementa los niveles de p-ERK1/2 en el estriado

La fosforilacion de ERK1/2 fue evaluado como posible mecanismo involucrado en la activacion de
Nrf2. Mediante la técnica de inmunohistoquimica se evaluaron los niveles de p-ERK1/2 en el
estriado derecho. Se observo que el tratamiento con CUR (0.95) no indujo cambios significativos con
respecto al grupo SHAM (1.0). La administracion de QUIN (0.34) disminuyd los niveles de p-
ERK1/2 aproximadamente un 66% con respecto al grupo SHAM vy el tratamiento con QUIN+ CUR
(0.8) fue capaz de contrarrestar la disminucion de p-ERK1/2 inducida por el QUIN ya que aumentd
un 46% con respecto al grupo QUIN, mostrando niveles muy semejantes a los grupos SHAM y CUR
(Figura 19).
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Figura 19. Efecto del &cido quinolinico (QUIN) y la curcumina (CUR) sobre los niveles de p-
ERK1/2 y ERK1/2 en el estriado por Western Blot. Los niveles de p-ERK 1/2 y ERK1/2 se
evaluaron el dia 7 después de la inyeccién intraestrial con SSI o QUIN. Se presenta un blot
representativo y la cuantificacion de la densidad éptica de cada grupo: SHAM, CUR, QUIN y
QUIN+CUR. Los datos son expresados como la media £ SEM (n=3). ***p<0.001 y **p<0.01.

3. CUR incrementa los niveles de Nrf2 en el estriado

Los niveles de Nrf2 evaluados por inmunohistoquimica muestran un comportamiento muy similar a
BDNF y p-ERK con algunas variaciones. Se observé que la CUR (60.4%) aumentd
aproximadamente un 38% de manera significativa los niveles de Nrf2 con respecto al grupo SHAM
(22.7%), mostrando en ambos grupos un marcaje de intensidad similar. El grupo QUIN (13.5%)
mostré un porcentaje muy bajo de células positivas a Nrf2, disminuyendo de manera significativa un
9.1% con respecto al grupo SHAM. Sin embargo, el tratamiento con CUR (grupo QUIN+CUR)
(58.7%) aumento significativamente un 45% el namero de células positivas a Nrf2 con respecto al
grupo QUIN (Figura 20). Por otro lado, se observd un marcaje ligeramente mas intenso en los
gruupos SHAM y CUR.
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Figura 20. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y la curcumina (CUR) sobre los niveles de
Nrf2 por inmunohistoquimica. Los niveles de Nrf2 fueron evaluados al dia 7 después de la
inyeccion intraestriatal con SSI o QUIN. Se presenta una microfotografia (40X) representativa
del estriado derecho de cada grupo: A) SHAM, B) CUR, C) QUIN y D) QUIN+CUR. Las
flechas negras muestran las células positivas a Nrf2. La grafica muestra el porcentaje de células
positivas a Nrf2/por campo, obtenido a partir de 2 campos seleccionados aleatoriamente a lo
largo del estriado derecho. Los datos son expresados como la media + SEM (n=3). *p<0.05.

Se realiz6 ademas un ensayo de Western Blot para corroborar los datos encontrados por la técnica de
inmunohistoquimica. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en los niveles totales de
Nrf2 (Figura 21), lo cual podria deberse a que en esta técnica se usa todo el cuerpo estriado y la

cuantificacion en el ensayo de inmunohistoquimica se llevo a cabo en la zona periférica a la lesion

provocada por la inyeccion.
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Figura 21. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y la curcumina (CUR) sobre los niveles
totales de Nrf2 en el estriado por Western Blot. Los niveles de Nrf2 se evaluaron el dia 7
después de la inyeccion intraestrial con SSI o QUIN. Se presenta un blot representativo y la
cuantificacion de la densidad oOptica de cada grupo: SHAM, CUR, QUIN y QUIN+CUR. Los
datos son expresados como la media £ SEM (n=3).
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3. CUR disminuye el dafio histolégico inducido por el QUIN

Para evaluar el dafio celular inducido por el QUIN en las células del cuerpo estriado, se realizo la
tincion de Nissl. Se observaron células positivas a Nissl en los grupos SHAM y CUR, 7 dias después
de la inyeccion intraestriatal con solucidn salina. Sin embargo, en los grupos QUIN y QUIN+CUR,
que fueron inyectados con QUIN, hubo una importante pérdida de células positivas a Nissl. En el
caso del grupo QUIN el porcentaje de células positivas a Nissl fue de 12%, que representa una
disminucion de casi el 54% con respecto al grupo SHAM que su porcentaje de células positivas fue
66.7%. En el caso del grupo que recibi¢ tratamiento con CUR (grupo QUIN+CUR) hubo un aumento
considerable y significativo del nimero de células positivas a Nissl con respecto al grupo QUIN

(Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la curcumina (CUR) sobre el dafio histologico inducido por el acido
quinolinico (QUIN). EIl dafio histoldgico se evalud al dia 7 después de la inyeccion intraestrial
de SSI o QUIN. Se presenta una microfotografia (40X) representativa del estriado derecho de
cada grupo: A) SHAM, B) CUR, C) QUIN y D) QUIN+CUR. Las flechas negras indican las
células positivas a Nissl y la flecha roja indica células dafiadas. La grafica muestra el porcentaje
de células positivas a Nissl/por campo, fue obtenido a partir de 2 campos seleccionados
aleatoriamente a lo largo del estriado derecho. Los datos son expresados como la media + SEM

(n=3). ***p<0.001,
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

El QUIN es una endotoxina que en concentraciones elevadas es capaz de ejercer muerte celular
debido a una sobreexcitacion de los receptores NMDA. EI QUIN se une selectivamente a los
receptores NMDA que expresan la subunidad NR2B, provocando una elevacion de la concentracion
de Ca?*, sobreproduccién de EROs y NO, dafio por radicales libres, falla mitocondrial, disminucién
de ATP y ruptura de las hebras de ADN. El dafio al ADN ocasionado por el QUIN, se caracteriza por
la condensacion de la cromatina (nucleos picndticos), fragmentacion del nucleo (cariorrexis) y
disolucién del nucleo (cariolisis); por este motivo, el QUIN se ha usado como un modelo bioquimico
para estudiar algunos de los mecanismos involucrados en la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas. Como resultado del patron de toxicidad del QUIN, se observa una pérdida
selectiva de las neuronas espinosas medianas del estriado ya que el QUIN actia de manera selectiva
sobre este tipo de neuronas, que comprenden mas del 95% de las células estriatales en el roedor y
estan intimamente relacionadas con el inicio y el control de los movimientos de las extremidades del
cuerpo (Tepper et al., 2018).

El ndcleo de la lesion con QUIN esta caracterizado por presentar una marcada disminucion de todos
los tipos celulares. Sin embargo, como consecuencia de la lisis celular, las células vecinas son
dafiadas creando una zona de penumbra alrededor del nicleo de la lesion en la cual hay pérdida
selectiva de neuronas. También se ha reportado que uno de los mecanismos excitotdxicos del QUIN
esta relacionado con la libracién del citocromo c, que en estudios in vitro, promueve la apoptosis en
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Guillemin et al., 2004).

La tincion de Nissl es una técnica histolégica usada para tefiir los cuerpos del mismo nombre que son
cumulos de reticulo endoplasmico rugoso. La principal funcién de los cuerpos de Nissl es sintetizar y
liberar proteinas en condiciones fisioldgicas; sin embargo, en condiciones patoldgicas, estas
estructuras pueden disminuir y desaparecer (cromatolisis). EI proceso de cromatolisis hace que esta
técnica sea ampliamente utilizada para evaluar el dafio celular (Montalvo, 2020). En este trabajo se
demostré con la tincion de Nissl que la CUR es capaz de conferir proteccion contra el dafio celular

ya que disminuyo el dafio histoldgico ocasionado por el QUIN en células del estriado (Figura 22).

Existe un gran numero de compuestos antioxidantes que son capaces de ejercer un efecto protector,
ya que pueden actuar como antioxidantes directos atrapando por si mismos radicales libres o como
antioxidantes indirectos induciendo la expresion de proteinas especificas que son Utiles en la

supervivencia celular. Los compuestos antioxidantes han mostrado tener un efecto protector
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importante en diferentes enfermedades incluidas las neurodegenerativas (Gonzalez et al., 2015). Sin
embargo, es importante determinar el mecanismo por el cual estos compuestos ejercen su efecto
protector para poder sugerir blancos terapéuticos que se puedan implementar en el tratamiento de
estos padecimientos.

En este trabajo se propuso estudiar el mecanismo de sefializacion a través del cual la CUR ejerce su
efecto neuroprotector. Ya se ha reportado que la CUR es un antioxidante directo debido a que es
capaz de atrapar radicales libres; e indirecto ya que puede activar y translocar al factor Nrf2 al ntcleo
(Wu et al.,2013) donde induce la expresion de enzimas de la defensa antioxidante (Balestrino, 2012).
Sin embargo, poco se conoce sobre el mecanismo por el cual la CUR activa al factor Nrf2.

Mediante la técnica de inmunohistoquimica se observé que el QUIN disminuy6 los niveles de Nrf2
(Figura 20). Aln es poco claro el mecanismo por el cual el QUIN ejerce este efecto, ya que
esperabamos que este farmaco, al aumentar la produccién de las EROs, induciria la translocacion de
Nrf2 al nacleo; sin embargo, este trabajo asi como estudios previos, han demostrado que el QUIN
disminuye los niveles de Nrf2 (Carmona et al., 2013). Esta reduccion podria deberse a que el QUIN
induce un decremento en los niveles de BDNF y p-ERK1/2, generando asi los bajos niveles de Nrf2.
La disminucion de la cantidad de BDNF inducida por el QUIN (Figura 17 y 18) podria estar
asociada con una reduccion en la expresion de su receptor TrkB. Contrario a estos resultados, la
CUR fue capaz de aumentar los niveles de BDNF (Figura 17 y 18) y p-ERK1/2 (Figura 19), dos
moléculas que podrian estar relacionadas con el aumento en la expresion de Nrf2. Finalmente, este
aumento en la expresion de Nrf2 se ve reflejado en la disminucion de la neurodegeneracion.

Los niveles de BDNF parecen ser clave en el dafio celular, ya que mientras mas bajos sean los
niveles de esta proteina mas afectacion celular se observa. Como se ha visto en estudios previos,
BDNF es una proteina clave, en los procesos de neuroplasticidad después del accidente cerebro
vascular ya que sus mecanismos de sefializacion son muy relevantes para la recuperacion de las
neuronas (Béjot et al., 2010).

En este trabajo se demostrd que la CUR tiene la capacidad de incrementar la expresion de BDNF, p-
ERK1/2 y Nrf2 después de la disminucion inducida por la inyeccion del QUIN, sugiriendo que el
mecanismo por el cual la CUR incrementa los niveles de Nrf2 podria involucrar la activacion de
BDNF y p-ERK1/2. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no pueden descartar que
Keapl este involucrada en el mecanismo por el cual la CUR active a Nrf2.

Dando soporte a los resultados obtenidos en este trabajo, en un articulo publicado en 2016 la CUR en
combinacion con piperina mostrd un efecto protector contra la neurodegeneracion inducida por el

QUIN en ratas (Singh y Kumar, 2016). También, Wu y colaboradores (2013) reportaron que la CUR
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tiene un efecto protector sobre el dafio por isquemia cerebral activando la via Akt/Nrf2 (Wu et al.,
2013). Asimismo, Gonzalez y colaboradores confirmaron que la CUR es capaz de inducir al factor
Nrf2 como respuesta antioxidante contra la toxicidad inducida por la hemina en un cultivo primario
de neuronas granulosas cerebrales de rata (Gonzalez et al., 2013). Por otro lado, a partir del 2016 se
empezo a asociar a BDNF con el efecto protector de la CUR en un modelo de alteracion en la
sefializacion dopaminérgica inducido por arsénico en ratas (Srivastava et al., 2016). Motaghinejad y
colaboradores asociaron a BDNF con el efecto neuroprotector de la CUR en un modelo de
neurodegeneracion en ratas inducido por alcohol (Motaghinejad et al., 2017). Sumado a esto en un
estudio se relacionod el aumento de BDNF con el aumento de Nrf2 en la corteza e hipocampo en
ratones macho tratados con fluoxetina en un modelo de depresion/ansiedad; sin embargo, no se pudo
comprobar que BDNF estaba implicado en el aumento de Nrf2 dejando la puerta para posteriores
investigaciones (Indira et al., 2015) y existe bibliografia que propone que las neurotrofinas pueden
activar Nrf2 via p75™ " en astrocitos y neuronas (Ishii y Mann 2018). En este sentido, se realiz6 un
estudio en células PC3 (linea celular de cancer de prostata) en el que se relacioné a ERK y JNK con
la fosforilacion y translocacién nuclear de Nrf2 (Xu et al.,2015). Varios estudios muestran que el
incremento de los factores neurotroficos: como BDNF, puede activar varias vias de sefializacion
intracelular incluyendo ERK (Choi et al.,2008), relacionandose todas las proteinas estudiadas entre
si, mostrando el posible mecanismo que utiliza CUR para activar al factor Nrf2.

Todos los estudios mencionados anteriormente han arrojado grandes avances en la investigacion que
nos han permitido proponer un posible mecanismo de accién para el efecto neuroprotector de la
CUR. En este sentido, se abordaron tres posibles proteinas involucradas en el mecanismo de accion
del efecto antioxidante y protector de la CUR en el modelo bioquimico de neurodegeneracion
inducido con QUIN. Si bien es cierto que aun existen muchas preguntas por contestar, para conocer
con certeza los mecanismos involucrados en el efecto neuroprotector de la CUR, ya existe
informacién clave. Otros estudios complementan los resultados obtenidos en este trabajo; por
ejemplo, Silva y colaboradores (2018) resaltan que un grupo de genes dependientes de la activacion
de Nrf2 y que codifican para enzimas involucradas en el sistema de defensa antioxidante que es uno
de los pasos clave y finales en el efecto neuroprotector de la CUR; sin embargo, la accion de estas
enzimas solo es el inicio de otro mecanismo de sefializacion especializado para contrarrestar las
EROs y ERNSs. Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo forman parte de un articulo ya
publicado, que reporta el efecto protector y restaurador de la CUR sobre las alteraciones
conductuales e histoldgicas ocasionadas por el QUIN; ademas, propone que el efecto terapéutico de

la CUR podria involucrar la accion de BDNF sobre la activacién de ERK1/2 que incrementa los
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niveles de GSH, asi como la cantidad de proteina y la actividad de enzimas antioxidantes reguladas
por Nrf2 (Santana-Martinez et al., 2019). Resultados similares a los obtenidos en esta tesis fueron
reportados por Bruna y colaboradores que propusieron una via de sefializacion similar a la propuesta
en este trabajo, donde la induccion y translocacién nuclear de Nrf2 fue mediada por ERK, PI3K y
BDNF (Bruna et al., 2018).

XI. CONCLUSION

La administracion de QUIN disminuyo los niveles de BDNF, p-ERK1/2 y Nrf2 debido al estres
oxidante que induce esta neurotoxina y esto podria estar participando en el mecanismo de dafio
neuronal inducido por el QUIN. Por otro lado, el efecto terapéutico de la CUR en la degeneracion
inducida con QUIN en el estriado, esta asociado con su habilidad de activar el factor Nrf2 y
aumentar los niveles de BDNF y ERK1/2 (Figura 23), sugiriendo que el mecanismo de activacion
de Nrf2 podria ser un blanco terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas. Este es el Unico
trabajo que relaciona las tres proteinas como posible mecanismo de sefializacion del efecto

neuroprotector de CUR en un estudio in vivo.
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Figura 23. Propuesta del mecanismo de sefializacién que participa en el efecto protector
de la curcumina (CUR) en el dafio inducido por el acico quinolinico (QUIN). EI QUIN
disminuye los niveles de BDNF, p-ERK1/2 y Nrf2 como consecuencia del estrés oxidante
generado por la sobreexcitacion de los receptores NMDA, lo que se ve reflejado en la
neurodegeneracion y las alteraciones motoras. Por otro lado, la CUR es capaz de aumentar los
niveles de BDNF, que se une a su receptor y activa una de sus principales vias de sefializacion
dependiente de ERK1/2. ERK1/2 a su vez, es capaz de activar y translocar al factor Nrf2 al
nucleo para que se una al ADN e induzca la expresion de enzimas antioxidantes, 1o que se ve
reflejado en la supervivencia celular y la disminucion del dafio provocado por el QUIN.
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