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RESUMEN

Los ganglios basales son un conjunto de ndcleos cerebrales ricamente interconectados en
el cerebro anterior y en el cerebro medio de mamiferos, aves y reptiles. El neoestriado es
el focus natural de atencion en los ganglios basales esto porque es la estructura mas larga
de los ganglios basales, el estriado esta formado por una clase de células conocidas como
neuronas espinosas medianas (MSN) y forman 95% de la poblacién neuronal en el estriado.
El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) ha surgido como uno de los mayores
reguladores del desarrollo neuronal, la plasticidad sinaptica, sobrevivencia neuronal, y
diferenciacion en el desarrollo de diferentes partes del cerebro adulto, como neuronas de
hipocampo; células granulares neuronales y neuronas corticales. Estas estructuras se
encuentran afectadas por la enfermedad de Huntington (HD), es una afeccion autosémica
dominante, heredable, caracterizada por la presencia de movimientos incesantes y rapidos
(coreas) y demencia. Una alternativa en el tratamiento es el uso de antioxidantes como el
CGA el cual presenté un efecto protector en tejido tratado por 3-NP, la curva I/A mostré que
el tejido tratado solamente con CGA 5 dias tuvo la mayor amplitud, al igual el tratamiento
PreCGA-CGA+3-NP 10 dias. La mayor modulacién fue de 47% con el tratamiento CGA+3-
NP 5 dias; aunque el otro tratamiento PreCGA-CGA+3-NP 10 dias no tuvo la misma

amplitud 28%, la amplitud fue mayor en comparacion de grupos tratados solo con 3-NP.

El CGA se presenta como un fuerte antioxidante en el tratamiento y posible prevencién de

enfermedades neurodegenerativas.



INTRODUCCION

El sistema nervioso

Desde el siglo XX, los descubrimientos de Golgi y Ramén y Cajal sentaron las bases de la
neurociencia moderna, gracias a ellos, el estudio del sistema nervioso abrié un nuevo
panorama de investigacion; con el paso del tiempo, se descubrieron nuevas estructuras,

nuevas funciones y enfermedades.

El Sistema Nervioso, aunque complejo sigue un conjunto de principios funcionales y
organizacionales sencillos y se divide en dos componentes principales: el Sistema Nervioso
Central que consiste en el encéfalo y la médula espinal y, el Sistema Nervioso Periférico
formado nervios periféricos y ganglios (grupos neuronales), ambos sistemas se encuentran

separados anatdbmicamente, pero funcionan interconectados.

El sistema nervioso periférico (SNP) implica las neuronas sensitivas que conectan los
receptores sensitivos sobre la superficie del cuerpo o méas profundo dentro de él con
circuitos de procesamiento relevantes en el sistema nervioso central; los cuerpos de las
células nerviosos en el SNP se localizan en los ganglios, que son simplemente
acumulaciones de cuerpos de células nerviosas. (Purves et al., 2008). EI SNP se divide en
dos elementos: Somatico y Auténomo. El sistema nervioso somatico el cual proporciona al
SNC informacion sensorial acerca del estado muscular, de la posicion de las extremidades
y del medio ambiente externo al organismo; el sistema nervioso autbnomo es el sistema
motor de las visceras, la musculatura lisa del organismo y las glandulas exocrinas. Aunque
estan rodeados de vainas fibrosas en su trayecto hacia diferentes partes del cuerpo, se
encuentran relativamente desprotegidos y es comun que resulten dafados por

traumatismos (Snell, 2007)

El sistema nervioso central esta constituido esencialmente por dos elementos celulares, la
neurona y la neuroglia (Figura 1). Las células nerviosas se encuentran en la llamada
sustancia gris, que en el encéfalo ocupa principalmente la periferia o corteza y forma grupos

0 ndcleos en la parte central de este 6rgano (Quiroz-Gutiérrez et al., 2006).



Cono axénico : Dendritas
Cuerpo celular Nucleo

Figura 1. La neuronay sus partes. En una neurona tipica se puede notar que esta formada por un cuerpo
celular o soma donde se encuentra el nlcleo, de la periferia del cuerpo salen dos tipos de prolongaciones;
unas multiples, dendritas y otra Unica, el axon. Imagen tomada y modificada de Snell, 2007.

Ganglios basales

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos cerebrales ricamente interconectados en
el cerebro anteriory en el cerebro medio de mamiferos, aves y reptiles. En muchas especies
incluyendo la mayoria de los mamiferos, el nlcleo del cerebro anterior de los ganglios
basales son las mas prominentes estructuras subcorticales telencefalicas. El largo tamafio
de estos nucleos, y su similitud en funcién estructuras en una amplia gama de especies,
hace probable que contribuyen a algunas muy esenciales funciones al plan organizado del

cerebro de los vertebrados terrestres.

Los ganglios basales se encuentran en la base del telencéfalo, a través de la porcion central
del diencéfalo, hasta el tegmento del mesencéfalo. Este complejo comprende clasicamente
el estriado (el nucleo caudado y el putamen), el globo palido, el nucleo subtalamico y la
sustancia nigra (Nieuwenhuys et al., 2009). Las conexiones de los ganglios basales estan
vinculados a elementos sensoriales, motores, cognitivos y aparatos motivacionales del
cerebro (Revisado en shepherd, 2004). ElI Neoestriado colecta y procesa la informacion de
otras estructuras de los ganglios basales y virtualmente todas las regiones del cortex

cerebral, asi como el talamo (Stansfield et al., 2014).



Casi todas las conexiones aferentes de los ganglios basales llegan al Neoestriado, cada
area del cortex proyecta a un nucleo distinto del estriado, y cada ndcleo participa en una
funcién conductual especifica. Por ejemplo, el putamen esta implicado fundamentalmente
en el control motor; el caudado participa en el control de los movimientos oculares y en
determinadas funciones cognitivas; y el Neoestriado ventral esta relacionado con otras
areas corticales, gue median los efectos de la emocidn sobre la conducta. Las conexiones
entre los ganglios basales son numerosas, pero ordenadas. Las células de distintas partes
del caudado y del putamen, envian proyecciones a zonas especificas del globo pélido y la

sustancia nigra (Revisado en Kandel, 1998).

El cuerpo Estriado

El neoestriado es el focus natural de atencion en los ganglios basales esto porque es la
estructura mas larga de los ganglios basales, recipiente de la mayoria de las aferencias de
entrada, y el origen de dos de las mayores vias que atraviesan los ganglios basales.
(Revisado en shepherd, 2004)

El Neoestriado tiene proyecciones reciprocas con la sustancia nigra, pero no con sus otras
fuentes principales de aferencia. Es decir que no hay proyecciones directas del neoestriado
de vuelta a la corteza o al talamo. Segundo, las proyecciones del neoestriado forman dos
mayores vias a través de los ganglios basales. Una de estas, llamada Via directa, que esta
formada por neuronas que tienen proyecciones directas al segmento interno del globo
palido (GPi) y a la sustancia nigra reticulada (SNr) y asi gana acceso inmediato a la salida
de los ganglios basales por el Talamo. Si la via directa esta activa, el GPi esta inhibido, el
talamo activo y por lo tanto la corteza activa. La otra via eferente neoestriatal, llamada via
indirecta, esta formada por neuronas que proyectan no mas lejos que el segmento externo
del glébulo palido (GPe). Estas neuronas pueden afectar la salida de los ganglios basales
por la ruta del nucleo subtaldmico (STN) y proyectar al GPi y SNr, los cuales inhiben al

Talamo y por lo tanto la corteza se inhibida (Revisado en Kandel, 1998, Figura 2).



Brain stem

SNr motor centers

Direct pathway

Figura 2. Modelo de la via directa e indirecta en los ganglios basales. La via directa (azul) inhibe al GPi
y SN, activando al Talamo y a su vez a la Corteza; la via indirecta (rojo) al activar al GPi el Talamo se inhibe
y por lo tanto la Corteza también. Siglas usadas en el esquema: Globo péalido externo (GPe), Globo pélido
interno (GPi), Nucleo subtalamico (STN) Sustancia nigra reticulada (SNr), Sustancia nigra compacta (SNc).
Imagen tomada y modificada de Nelson y Kreitzer, 2014.

El estriado esta formado por una clase de células conocidas como neuronas espinosas
medianas (MSN) y forman 95% de la poblacién neuronal en el estriado (Tisch et al., 2004),
estas son el destino de los axones que provienen de la corteza, este tipo de célula se
caracteriza por formar arboles dendriticos grandes que le permiten integrar las aferencias
de distintas estructuras como corticales, talamicas y del tronco del encéfalo. Las MSN
pueden ser divididas en dos poblaciones, una que sintetiza GABA y expresan sustancia P
y receptores a dopamina D1, y otra que sintetiza GABA y expresa encefalina y receptores
D2. Las MSN que expresan sustancia P forman parte de la via directa mientras que, las
gue expresan encefalina forman parte de la via indirecta (Nieuwenhuys et al., 2009). Los
axones de las MSN convergen sobre neuronas en el GP y la porcion reticular de la sustancia
nigra. Las neuronas MSN representan la fuente principal de eferencia del complejo de los
ganglios basales (Purves et al., 2008). Algunas entradas corticales proyectan a las
interneuronas. Actualmente se han reconocido varios tipos de interneuronas entre las que
se encuentran bien descritas las: colinérgicas, fast-spiking GABAérgicas, y 6xido nitrico

sintasa. (Kawaguchi et al., 1997)



Transmision Sindptica y Modulacion Sinaptica

Las células nerviosas son las unidades elementales de la comunicacion del sistema
nervioso, son las uUnicas células que tienen la capacidad especial de comunicarse entre
ellas. Esta comunicacion se logra con la sinapsis. La sinapsis permite la transmision de
sefales entre las neuronas. Se conocen solamente dos mecanismos basicos de

comunicacion: la sinapsis eléctrica y la sinapsis quimica (Figura 3).

Sinapsis cléctrica

Sinapsis quimica
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Figura 3. Sinapsis quimica y eléctrica. En la sinapsis eléctrica (izq.) ambas neuronas se encuentran en
contacto directo, asi los canales i6nicos permiten un paso de sustancias quimicas mas rapido; por otra parte,
en la sinapsis quimica (der.) ambas neuronas se encuentran ligeramente separadas, donde se libera
sustancias quimicas como neurotransmisores. Imagen tomada y modificada de Manzanero y Angel, 2016.

La sinapsis eléctrica permite el flujo pasivo y directo de corriente eléctrica de una neurona
a otra. En la transmision eléctrica, que usualmente es bidireccional, de una neurona surge
la corriente (elemento presinaptico) y la neurona hacia la cual fluye esta corriente (elemento
postsinaptico) en este caso, asi la carga eléctrica puede pasar desde cualquiera de las dos
neuronas a la otra, asi que ambas células pueden ser pre y postsinapticas en distintos
momentos (Bargas y Galarraga, 2008). Las membranas de las dos neuronas se aproximan
extremadamente conectandose por una especializacion intercelular llamada unién estrecha
(Purves et al., 2008). Las uniones estrechas contienen canales ionicos llamados
conexones, los cuales se encuentran apareados y alineados de modo que cada par de

canales forma un poro lo que permite el paso de distintas sustancias simplemente por el



citoplasma de ambas neuronas. Los canales son de baja resistencia y alta conductancia,

permitiendo a la transmision eléctrica ser extraordinariamente rapida.

La sinapsis quimica, como su nombre lo dice es la comunicaciéon quimica de dos neuronas
que al unirse forman un espacio sinaptico. Donde un mensajero quimico se libera de las
terminales sinapticas de la neurona presinaptica. Este mensajero, llamado neurotransmisor
cruza dicho espacio por difusion simple y llega los receptores afines a este en la neurona

postsinaptica en donde se ejerce su efecto (Bargas y Galarraga, 2008).

Es importante saber que la sinapsis quimica es la mas usada en el sistema nervioso y la
liberacién de neurotransmisor tiene efectos que modulan el potencial de membrana de la
neurona postsinaptica llamado potencial sinaptico. El resultado de esta modificacion crea
sinapsis excitadoras y sinapsis inhibidoras, la sinapsis excitadora se da cuando el
neurotransmisor que se libera despolariza el potencial de membrana al umbral de disparo
e incluso la hace disparar un potencial de accién, esta despolarizacion se le conoce como
Potencial postsinaptico excitador (EPSP, por sus siglas en inglés). Por el contrario, una
sinapsis es inhibidora cuando el transmisor liberado por la terminal presinaptica
hiperpolariza a la membrana postsinaptica y la aleja del potencial de umbral evitando asi el
disparo del potencial de accién por la neurona postsinaptica, este potencial es llamado
Potencial postsinaptica inhibitorio (IPSP, por sus siglas en inglés) (Bargas y Galarraga,
2008).

Para entender de mejor la modulacién, es necesario conocer primero que dentro de las
sinapsis quimicas existen dos tipos, la sinapsis rapida también llamada directa, donde el
neurotransmisor se pega a los receptores-canal denominados receptores inotrépicos que
atraviesan la membrana, cuando esto sucede el receptor se activa abriéndose, dejando
pasar cargas iénicas y cambiando el potencial de membrana de la neurona postsinaptica.
La sinapsis lenta o indirecta ocurre diferente, en este caso el neurotransmisor liberado de
la presinapsis no activa directamente los receptores-canal, sino que activa receptores
metabotrépicos, a estos receptores se pegan la proteina G cambiando su conformacion y
activandose, cuando la proteina G se activa, los canales i6nicos pueden activarse y por lo

tanto formar un cambio en el potencial de membrana (Bargas y Galarraga, 2008).

La importancia de la sinapsis lenta radica una vez que la proteina G se activa, provoca que
enzimas de membrana produzcan segundos mensajeros que a su vez activan toda una
cascada de sefializacién intracelular. Los segundos mensajeros, activan proteinas quinasas

especificas que fosforilan una variedad de proteinas celulares, movilizan iones Ca?* del



almaceén intracelular, e inician las reacciones que modifican el estado celular (Kandel et al.,
1998). En muchas neuronas la fosforilacion proteica cambia la apertura o cierre de canales,
aumenta o disminuye su funcién, la accién de modificar estas condiciones se le dice
“modular”. Por lo tanto, la modulacion permite intercambiar entre el aumento o disminucién

de la apertura de los canales i6nicos en respuesta de que sinapsis quimica esté activada,

No hay que olvidar, que también existen moléculas que no funcionan como
neurotransmisores especificos, sino como neuromoduladores, estos afectan la sensibilidad
de la neurona postsinaptica sin producir potenciales postsinapticos. La mayoria de los
neuromoduladores actian a través de segundos mensajeros, y sus efectos duran mucho
mas que los neurotransmisores asi, la liberacion de un neuromodulador aumenta, prolonga,
inhibe o limita el efecto del neurotransmisor principal sobre la neurona postsinaptica
(Silverthorn, 2008). Con todo lo anterior, la modulacién sinaptica modifica el estado
bioquimico de la neurona y permite cambiar las propiedades de los canales iénicos teniendo
como resultado un efecto en el potencial sindptico, esto permite a las neuronas modificar

las conexiones sinapticas y su comunicacion entre ellas.

Factores Neurotroficos y sus Receptores

Los factores tréficos son sustancias de naturaleza peptidica que se originan en tejidos
especificos para cumplir funciones importantes como en procesos de migracion,
crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia de distintos tipos celulares, los factores troficos
gue regulan dichos procesos en las células nerviosas se les conoce como factores
neurotréficos (Castillo-Padilla y Rivas-Arancibia, 2011) . Actualmente se han identificado
cuatro neurotrofinas en mamiferos; factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), y neurotrofina-4/5 (NT-4/5). Aunque
ambas neurotrofinas son homologas en la secuencia de aminoacidos y en la estructura,
difieren en su funcién. Por ejemplo, el NGF apoya la sobrevivencia y el crecimiento de
neuronas simpaticas, el BDNF no puede, al contrario, sostiene la supervivencia de ciertas

neuronas de los ganglios sensitivos y NT-3 apoya ambas poblaciones (Purves et al., 2008).

Como la mayoria de los polipéptidos, la sintesis proteica de las neurotrofinas ocurre en el
reticulo endoplasmico, posterior salen en forma de proneurotrofinas, son empaquetadas y

secretadas en vesiculas. La proneurotrofinas son procesadas junto con las vesiculas por



proteasas de la familia propoteina convertasa (Lewin y Carter, 2014). El resultado es una

neurotrofina madura, la cual comienza un proceso de sefializacion al unirse a un receptor.

Estas cuatro neurotrofinas interactiian con 4 receptores; el p75N'™R, y los receptores tirosina
cinasa TrkA, TrkB y TrkC. Todas las neurotrofinas presentan una baja afinidad para el
receptor p75N™R. En cambio, los receptores tirosina cinasa tiene diferente afinidad a cada
neurotrofina, asi la neurotrofina NGF se une potencialmente y activa al receptor TrkA, NT-
3 de igual manera activa TrkC ademas de poderse unir con menor afinidad a los demas
receptores, por ultimo NT-4 y BDNF se enlazan y activan el receptor TrkB (Figura 4). Sus
funciones son complejas; al encontrarse separados p75N™R y el receptor Trk pueden
funcionar independiente, pero en neuronas que expresan ambos receptores estos mismos
interactian fisica y funcionalmente en formas que pueden alterar las propiedades de

sefalizacién de ambas. (Lewin y Carter, 2014).

NGF BDNF NT-4/5 NT-2 NGF  NT-4/5
P | ) BDNF Q I Nrs
\ Via \ v \\ / @
— _ Yy ¥ Y h}‘
a i
nside 2_’ L*R 2
SR S v |
Trka TrkBE TrkT P75

receptor receptor receptor receptor

Figura 4. Las neurotrofinas y sus respectivos receptores. Se muestra la interacciéon de cada
neurotrofina con su respectivo receptor. Imagen tomada de Purves, 2008.

Vias de sefializacion activadas por Neurotrofinas

Los mecanismos de sefializacion de los receptores Trk son estimulados por la dimerizacion
mediada por la neurotrofina, resultando en la fosforilacion del residuo de tirosina especifico
donde se unid la neurotrofina. Los sitios de tirosina fosforilados median la sefializacion a
través de la creacién de sitios de acoplamiento para las proteinas efectoras que inician la
activacion de las vias de sefializacion intracelular. Hay que aclarar que los receptores son

especificamente activados por la neurotrofina madura y no por pro-neurotrofinas, en este



caso el receptor p75 presenta mayor afinidad a estas. El Trk fosforilado sirve como matriz
para el reclutamiento de una variedad de proteinas adaptadoras y de enzimas cuyas
moléculas contienen el dominio SH2, las vias mayores activadas por los receptores Trk son
Ras, fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y fosfolipasa C-y (PLC-y) (Skaper, 2008; Taleisnik,
2006) (Figura 5).

e Via de sefalizacién de PLC-y

A partir de la fosforilacién, del residuo tirosina, p. ej. Y785 para el receptor TrkB. Da inicio
al reclutamiento y activacion de PLC-y, la cual hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 difosfato
(P1(4,5) P») a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) IPs conduce a una liberacion de
Ca?* intracelular, dado como resultado la activacion de enzimas ca?* dependientes. Estas
enzimas regulan proteinas quinasas (CaM quinasas), por otra parte, la liberacién de Ca?*y

la produccion de DAG activa proteina quinasa C (PKC), la cual estimula subsecuente la Erk

> NT

< o < lP3 PLC‘Y a4 GRB2  SOS STAT3\
plasticidad neuronal Galt o]

< PKC < DAG

—
GRB2 ' GABI p STAT3—> Astrogliogénsis
Inhibicién del

crecimiendo de neurita ! ROTCK l DBS —» CDC42 ——

/ R*_|’_°A PI3K '\Rﬁz TIAMT)—{ RAGIT —

DIA — RACI <+— DOCK7 < (PIP3) « PIP2 RAP RHOA — DIA

|
3 ] — & o

CDC42 +—(RAPIB /A@ Y  (MEKS) MEKIR RofK
' I

GSK3p MTOR ERK{p inhibicion del

l crecimiento de neurita
v l vy
Cremiento de neuritas Esr:“’i::';ss:ﬁgsde S°:Z:2’:;°'a Diferenciacion neuronal Crecimiento de Neuritas

Figura 5. Las vias de sefializacién. Se muestran cada una de las vias posibles activadas por las neutrofinas.
Siglas usadas, neurotrofina (NT), Receptor tirosina sinasa (TRK), las vias mayor activadas por los receptores
Trk son Ras, fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y fosfolipasa C-y (PLC-y). Imagen tomada y modificada de
Pramanik et al., 2016.
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via Raf. La via PLC-y es activada por la union de NGF y BDNF teniendo efectos como el
crecimiento de conos axonales, también se ha demostrado que la activacion PLC-y por
efecto del BDNF modula en hipocampo la potenciacién a largo plazo (LTP) (Pramanik et
al., 2016).

e Via de sefalizacién PI3K/AKT

Cuando el residuo de la tirosina mas cercano al dominio transmembranal se fosforila (Y490
en TrkA o 515 en TrkB) se crea un sitio de union para la Shc, esto lleva a la activacion de
PI3K via Grb2 y Gabl, después, la fosforilacion de (PIP2) produce (PIP3). Como
consecuencia Akt se transloca a la membrana plasméatica y se activa. Es importante
destacar que la hidrolisis de PIP2 por la PLC-y lleva a la produccion de IP; y DAG. Akt tiene
una actividad importante como promotor de la supervivencia neuronal esto es debido a que
inhibe el sitio de transcripcién del factor FKHRL1, el cual regula la expresién de genes pro
apoptéticos (Lewin y Carter., 2014). Tanto BDNF como NT-4/5 activan esta via por unién al
TrkB, estudios como (188) ha demostrado que la regulacién del tamafio del soma, el patrén
de ramificacion dendritica y la morfologia de las espinas dendriticas en neuronas de
hipocampo, esta mediada por BDNF via PISK/AKT/MTOR.

e Via de sefalizacion Ras/ERK

La via PI3K también puede ser mediada por RAS. Esto ocurre por el sitio de unién Shc, el
cual inicia la sefalizacion por Erk. Con esto, el complejo (Grb2) junto con SOS estimulan la
activacion de Ras rio abajo, esta activacion también produce PIP3, y el inicio de cascadas
como c-Raf/MEK/Erk. Con esto, neurotrofinas como BDNF y NT-4/5 modulan neurogénesis,
plasticidad sinaptica y formacion de la memoria por rutas como MEK5-ERK5 (Pramanik et
al., 2016).
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El BDNF y su importancia en la investigacion

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) ha surgido como uno de los mayores
reguladores del desarrollo neuronal, la plasticidad sinptica, sobrevivencia neuronal, y
diferenciacion en el desarrollo de diferentes partes del cerebro adulto, como neuronas de

hipocampo; células granulares neuronales y neuronas corticales (Pramanik et al., 2016).

Como ya se abordd en el capitulo anterior, el BDNF se produce en neuronas corticales
hacia el nacleo estriado donde se une especificamente al receptor TrkB, activando vias
como PLC-y y PI3K principalmente, por lo tanto; para la estabilidad neuronal, el BDNF juega
un papel importante. En enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington incluso en trastornos como
esquizofrenia y depresion se ha observado un cambio en los niveles de expresién de BDNF
(Angelucci et al., 2005). Los ganglios basales resultan ser uno de los mas afectados en los
procesos de neurodegeneracion, en particular el nacleo estriado ha sido objeto de amplios
estudios porque se afecta en dos patologias neurodegenerativas que tienen incidencia
relativamente alta: la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington (Hernandez-
Echeagaray, 2004) El tratar de revertir el dafio causado por ambas condiciones resulta dificil
debido a los altos costos de los farmacos actuales y que sélo logran retardar el avance de

la degeneracion o mitigar los sintomas que se presentan..

Debido a esto, los efectos de su uso ya han sido investigados. En el 2000, trabajos de Ferrer
et al., mostraron una carencia de BDNF de 53% a 83% en disecciones de pacientes post-
morten de la EH y en modelos de EH en ratones (Zuccato et al., 2000). Resulta claro que
el BDNF presenta una relacion estrecha con el desarrollo de ciertas enfermedades
neurodegenerativas. Por eso, el uso de BDNF ha mostrado ser una opcidon como protector.
Trabajos como Li et al, 1998 reportaron que la administracion in vitro de BDNF
incrementaba la transmision glutamatérgica. De igual manera Mendoza et al., observaron
un mejoramiento en la modulacion de la transmision cortico-estriatal, demostrando que la

administracion de BDNF mejora la modulacién sinaptica.

Con base en lo anterior, el BDNF resulta como una via alterna para mejorar e incluso tratar
los efectos adversos de las enfermedades neurodegenerativas; dentro del laboratorio la
enfermedad de Huntington juega un papel importante, pero ¢Qué es la enfermedad de

Huntington?
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La Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (HD), es una afeccion autosémica dominante, heredable,
caracterizada por la presencia de movimientos incesantes y rapidos (coreas) y demencia.
La HD afecta a las neuronas GABAérgicas de proyeccion del nucleo estriado lo que
supondria ser la causa del corea y la pérdida de las neuronas piramidales grandes de las
capas corticales profundas de asociacion frontal, temporal y parietal explicaria el deterioro
cognitivo y la demencia. La magnitud de la degeneracion neuronal conduce a la muerte del
paciente. Afecta de 4 a 10 personas de cada 100,000 sin predominio sexual (Hernandez-
Echeagaray, 2004). A pesar del avance en investigacion, los mecanismos de muerte celular
aun no son claros, diversos estudios han encontrado que la HD es el resultado de una
mutacion constituida por la interrumpida secuencia de trinucle6tidos CAG localizados cerca
de la terminal -5’ en el exén 1 de la secuencia que codifica el gen de la EH, el cual
comprende 67 exones (Gil y Rego., 2008). En la poblacion normal el nimero de repeticiones
de CAG varia de 6 a 35 repeticiones; mientras que en pacientes con la EH la expansion de
trinucledtidos supera los niveles normales (40 a 121 repeticiones), mientras mayor sean las
repeticiones de CAG, mayor seran las probabilidades de desarrollar la enfermedad en
edades tempranas, asi como sintomas mas agresivos y una esperanza de vida mas corta

(Hernandez-Echeagaray, 2014).

Patologia del HD

Ya sabemos que en el desarrollo de la HD las neuronas GABAérgicas son la principales

afectadas.

Se ha sugerido que la neurodegeneracion estriatal en la HD pudiera resultar de los efectos
combinados de disfuncion metabdlica, excitotoxicidad y estrés oxidativo (Cepeda et al.,
2006).

Nosotros nos centraremos en la excitotoxicidad y el estrés oxidativo. La excitotoxicidad se
refiere a la muerte neuronal resultado de la exposicidn cronica a aminoacidos excitadores.
Como se ha observado la corteza cerebral proyecta una entrada masiva de conexiones
glutamatérgicas al neoestriado. Se ha observado en la HD la activacion de tres receptores

glutamatérgico (AMPA, NMDA y metabotrdpicos). La activacion de los receptores AMPA
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(Alpha-3-amino-hidroxy-5-Methy-4-isoxazole Propionic-Acid) induce el flujo de sodio el cual
provoca la despolarizacién de la membrana, provocando la activacion de los receptores
NMDA (N-Methyl-D-Aspartic acid), permitiendo la entrada de calcio (Ca?*) a la célula.
Cuando los receptores metabotropicos acoplados a proteinas G se activan, inducen la
activacion de segundos mensajeros como el inositol trifosfato (IP-3) que dispara la
liberacion de Ca?* citoplasmatico (Ruedas-Callejas, 2010). La entrada masiva de Calcio a
la célula durante la excitoxicidad conduce a una sobrecarga de calcio mitocondrial,
alterando su actividad y la produccion de ATP. La elevacion de calcio intracelular activa
enzimas como las proteasas, endonucleasas o fosfolipasas, especies reactivas de oxigeno
(ROS), radicales libres y la activacion del 6xido nitrico sintasa tipo I, y la consiguiente
liberacion de oxido nitrico, contribuyendo asi a la degeneracion de diferentes componentes

celulares y a la muerte neuronal (Ruelas-Callejas, 2010; Tasset et al., 2009).

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la generacién de ROS vy los
sistemas antioxidantes endégenos. Las ROS son radicales libres formados por moléculas
o fragmentos moleculares que contienen uno o mas electrones impares en su atomo o en
los orbitales moleculares, asi el electron impar provee a los radicales libres una gran
cantidad de reactividad (Ashu y Beal, 2012). Dentro del grupo de ROS se encuentran,
moléculas como oxigeno atémico, el ozono, oxigeno singulete, superoxido, peroxido de
hidrogeno, radicales hidroxilos, asi como intermediarios nitrégeno (NO y peroxinitrito) (Ashu
y Beal, 2012; Castillo-Padilla, 2011). Un exceso de ROS como resultado de una falla en la
regulacion de antioxidantes enddgenos resulta en un dafio a importantes moléculas
biolégicas como carbohidratos, proteinas, lipidos, DNA y RNA, lo cual conduciria a una
muerte celular y dafio en el tejido. Aunque los mecanismos que explican el dafio oxidativo
por las ROS aun no son claros, se conoce que los radicales libres provocan una
lipoperoxidacion al contacto con los lipidos de la membrana. En esta reaccion el radical libre
oxida una cadena insaturada de lipido, formando un lipido hidroperéxido y un radical
alquino. El alquino reacciona con una molécula de oxigeno y regenera la especie inicial
provocando una reaccién en cadena. Esta lipoperoxidacién trae como consecuencia
alteraciones en la estructura de la membrana, afectando su fluidez y dafio en su integridad

(Cardenaz-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005).
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El acido 3-Nitropropionico como modelo de investigacion

El &cido 3-nitropropionico (3-NP) ha sido usado para estudiar la disfuncién mitocondrial en
relacion con la HD. Tomando importancia debido a la similitud que puede alcanzar su uso
con el desarrollo de la enfermedad. La administracion experimental del 3-NP ha permitido
observar una degeneracion preferencial del putamen y nucleo caudado, de igual manera su
administracién en primates no-humanos produce efectos similares y, en ratones donde el
estriado es también particularmente vulnerable a la administracién de esta toxina (Revisado
en Brouillet et al., 2005; Serrano-Sanchez et al., 2011). Trabajos como el de Rodriguez et
al., en el 2010 descubrieron que la administracion de bajas dosis de 3-NP produce una
patologia temprana de la HD en el estriado del raton, ademas de generar estrés oxidativo.
Asi el 3-NP puede ser usado para replicar en animales de laboratorio el fenotipo de ciertas

condiciones neurodegenerativas.

Desafortunadamente, los mecanismos por el cual el 3-NP induce lesién en el estriado
siguen sin conocerse completamente; estudios han descubierto que el 3-NP presenta dos

sefales; la primera es una selectiva inhibicion de la actividad del complejo Il de la cadena
NMDA-R  NMDA-R

3-NP {Cerrado)  (Abierto) Ca‘g*
Membrana Plasmética Desporallzacn‘)n
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Figura 6. Modelo de accién del 3-NP en la célula. El 3-NP actia uniéndose al complejo Il de la cadena
respiratoria de la mitocondria, esto provoca un desequilibrio, primero un aumento en ROS y disminucién de
ATP; esto activa la apertura de los canales NMDA los cuales provocan una segunda oleada de ROS, como
resultado la mitocondria sufre tanto fragmentacién como condensacion. Terminando en la muerte de la célula.
Imagen tomada y modificada de Liot et al., 2009.
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respiratoria y la enzima succinato deshidrogenasa (SDH); causando una rapida caida de
ATP y un leve incremento de ROS, en principio esto no causa alteracion en la morfologia
mitocondrial ni en la supervivencia neuronal; la segunda sefal ocurre después por la
activacion de receptores NMDA los cuales causan un segundo aumento de ROS y la
fragmentacion mitocondrial (Figura 6). Esto resulta en una conexion entre la disfuncién
mitocondrial y excitotoxicidad en un modelo celular relevante para HD (revisado en Liot et
al., 2009).

Los antioxidantes, una alternativa en la prevencion de enfermedades

Neurodegenerativas

Como se abordd, el estrés oxidativo y la excitoxicidad tienen un rol importante en el
desarrollo de afecciones neurodegenerativas; el tratar de revertir el dafio causado por
ambas condiciones resulta muchas veces dificil debido a los farmacos actuales ya que solo
logran retardar el avance de la degeneracion o mitigar los sintomas que se presentan. Por
esto una alternativa importante es el uso de antioxidantes, dado que su uso ha demostrado
efectos anti-inflamatorios, cardioprotectores, actividad anticancerigena, antimicrobianos

entre otros y su empleo resulta relativamente facil como sus costos (Moosavi et al., 2016).

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, a bajas concentraciones,
comparada con el sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la oxidacién de
ese sustrato (Halliwell, 1990). La propiedad antioxidante se debe a que contienen una cierta
cantidad de R-OH base, se puede formar un radical -OH antioxidante, para eliminar el anién
superéxido y el radical hidroxilo y otras actividades de los radicales libres, protegiendo los
tejidos del dafio de oxidacion; aunque no se sabe con certeza como funciona cada
antioxidante; se han propuesto dos mecanismos de cémo funcionan en la mayoria; en el
primer mecanismo un radical libre toma un atomo de hidrogeno del antioxidante,
convirtiéndose esta ultima en radical. En el segundo mecanismo, se dona un electron del
antioxidante al radical libre, convirti€éndose en un cation radical, el cual también es estable
(Leopoldini et al., 2004).
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El acido clorogénico

Dentro de los antioxidantes de mayor consumo humano se encuentra el acido clorogénico,

(@) ya que se encuentra en la mayoria de las especies

HO. _O O = OH de grano de café, asi como en manzanas, peras,
OH zanahorias, tomates entre otras (Sung et al., 2001).

El acido clorogénico (CGA) (Figura 7) es un polifenol,

OH OI—?H esto quiere decir que se caracterizan por la

Figura 7. El acido Clorogénico. Presencia de mas de un grupo fenol. EI CGA es un
Ejsr:;’g;“gi‘Egﬁﬁzlcd:?gsgzégif;-'mage” éster formado de acido cafeico y el acido quinico,
importante en las plantas por la formacién de las

paredes celulares como la madera y corteza. Se ha reportado que un consumo frecuente
de café resulta en una mejoria de salud y prevencion de enfermedades (Boyery liu, 2004).
El CGA presenta una actividad protectora contra enfermedades cronicas como inflamacion,
diabetes, afecciones cardiovasculares, asi como efectos antibi6ticos y neuroprotectores
(Upadhyay y Mohan-Rao, 2013); aunque este ultimo no ha sido abordado lo suficiente para

saber mas de sus efectos en enfermedades neurodegenerativas en especial con la HD.

Trabajos en el 2007 de Li et al., demostraron el efecto neuroprotector de cultivos de célula
PC12 in vitro contra apoptosis inducida por metilmercurio (MeHg). EI CGA suprimio la
generacion de ROS, disminuyd la actividad de la Glutatibn Peroxidasa bajando los niveles
de Glutation; ademas de atenuar la activacion de la caspasa-3 por MeHg, sugiriendo que el

CGA ejerce efecto protector a través de mecanismos antioxidantes.

Kwon et al., en el 2011, evaluaron el efecto neuroprotector del CGA en un modelo de
amnesia inducido por escopolamina. EI CGA mejoro significantemente la memoria a corto
plazo en ratones tratados con escopolamina, ademas incrementé la duracién. Los
experimentos demostraron que el CGA decremento la actividad de la malondialdehido
esterasa en el hipocampo y corteza frontal, ademas de la inhibir la actividad de la

acetilcolinesterasa y la formacion de radicales libres.

En 2011, los trabajos de Sato et al., mostraron los efectos antioxidantes in vivo e in vitro del
acido cafeico y el CGA contra un modelo de dafio isquémico. El acido cafeico presento una

significante mejoria antioxidante contra el CGA en cultivos in vitro de células Caco-2. La
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hidrolisis del CGA in vivo tiene importancia ya que resulta en el metabolito del 4cido cafeico

el cual tiene un mayor efecto que el CGA.

Por otra parte, Koriem y Soliman en 2014, demostraron que el CGA previene la toxicidad
en higado en un modelo de estrés oxidativo inducido por Metanfetamina, a la vez que el

CGA present6 un mejor efecto contra ROS y 6xido nitrico.

Con los antecedentes expuestos, en este trabajo evaluamos si el CGA exhibe un efecto

protector en un modelo de neurodegeneracion estriatal que imita a la HD.
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Justificacion

Debido a que el estrés oxidativo y la excitotoxicidad son mecanismos que actian de forma
activa en enfermedades neurodegenerativas como la HD, una alternativa y via para el
tratamiento y/o mejoramiento de esta, es el uso de antioxidantes como el CGA, por lo que
conocer su importancia en un modelo de neurodegeneracion estriatal resulta de gran ayuda

para determinar su efectividad en el tratamiento de enfermedades.

Hipotesis

| La actividad electrofisiologica en rebanadas provenientes de ratones tratados con CGA,
presentaran una mejoria en su actividad con respecto a las rebanadas solo tratadas con la
toxina 3-NP.

Il El efecto modulatorio de la neurotrofina BDNF mejorara en rebanadas provenientes de

animales tratados con el CGA en comparacion de las que solo se trataron con 3-NP.

Objetivo General

e Evaluar la respuesta sinptica poblacional en rebanadas de ratones C57B/L6

previamente tratados con CGA y 3-NP y su modulacién con la neurotrofina BDNF.

Objetivos Particulares

e Comparar el efecto del CGA en diferentes esquemas de administracion.

e Evaluar la amplitud de la respuesta sinaptica poblacional de diferentes rebanadas
de ratones previamente tratados con CGA y 3-NP.

e Evaluar el efecto modulador de la neurotrofina BDNF en rebanadas de raton
C57B/L6 previamente tratados con CGA y 3NP.
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METODOLOGIA

Tratamiento de los animales

Para efectuar los experimentos se usaron ratones macho C57/BL6 (Harlan Laboratories
Inc., Ciudad de México, México), de 5 semanas de nacidos, los cuales fueron asignados a
uno de los siguientes grupos experimentales: El primer grupo fue el grupo control (vehiculo
del farmaco, amortiguador de Fosfatos pH 7.4), al segundo grupo se le administré inyeccion
intraperitoneal (i.p.) sélo CGA (100mg/kg) por 5 dias consecutivos, el tercer grupo se le
administr6 de igual manera CGA, pero por 10 dias. Los siguientes grupos fueron tratados
con CGA més 3-NP (15mg/kg) por 5 dias y un grupo de pretratamiento el cual consistio en
administrar 5 dias CGA primero y después siguié una administracion de CGA 'y 3-NP por 5
dias, sumando un total de 10 dias de tratamiento; al Gltimo grupo se le administré solo 3-
NP por 5 dias (Figura 8).

Grupo 3 m Control

CGA(100mg/kg))
B 3-NP(15mg/kg)

CGA+3NP
Grupo 6

Dias

Figura 8. Organigrama de los diferentes tratamientos. Se muestra los tiempos de cada grupo.

Obtencioén de rebanadas

Dos dias después del ultimo dia de tratamiento los ratones fueron anestesiados y poco
después sacrificados por decapitacion. Se extrajo el cerebro, se le retiraron los bulbos
olfatorios y el cerebelo, rapidamente fue colocado en una solucion salina fria (4°C) de bajo
Calcio (130nM NaCl, 3mM KCI, 1mM CaClz, 5mM MgClz, 1.25 mM NaH;PO,, 26mM
NaHCOs y 10mM de glucosa; pH 7.4) con el fin disminuir el metabolismo de las neuronas y

recudir el dafio celular por el procedimiento.
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Los dos hemisferios fueron separados y cortados de manera sagital a 400 micras en un
vibratomo (Pelco® 102, 1000, Plus, USA) adn inmersas en la solucién salina. Las
rebanadas obtenidas de los dos hemisferios fueron colocadas a temperatura ambiente y
oxigenacion constante (95% O, y 5% CO.,) por una hora antes del registro electrofisiolégico
en una solucién extracelular (125mM NacCl, 3mM KCI, 2mM CaCl;, 1mM MgCl,, 26mM
NaHCOs, 0.2mM tiourea, 0.2mM &cido ascorbico y 10mM glucosa; pH 7.4) la cual imita el

liquido cerebroespinal.

Reqistro Electrofisiolégico

Cada una de las rebanadas tratadas de los
diferentes grupos fue colocada en una camara de
registro a temperatura de 32-34°C, con constante
perfusién de la solucién extracelular y oxigenada
(95% O, y 5% CO,) en todo momento. Se agregd
al bafo Bicuculina (10um) para bloquear las
respuestas inhibitorias GABAérgicas. El registro
se realizé en el area dorsolateral para simular la
sinapsis cortico-estriatal, se colocé un electrodo
de estimulacion en el cuerpo calloso y, la

respuesta sinaptica poblacional se registr6é con un

segundo electrodo de borosilicato situado a una
Figura 9. Registro electrofisiologico.  gistancia no mayor 5mm (Figura 9). Se obtuvieron
Esquema de una rebanada de raton, en 1 se

muestra el area de estimulacion, en 2 la zona curvas intensidad_v0|taje para conocer la
de registro de la respuesta sinaptica

poblacional. Corteza (CTX), cuerpo calloso  condicion en que se encuentran las rebanadas y
(CC) y estriado (ST). Imagen tomada y
modificada de McCollum et al., 2013. obtener una respuesta poblacional media con el
fin de no sobre estimular la respuesta. Una vez
obtenida la respuesta media necesaria, se hicieron cursos temporales para demostrar que
la respuesta no se ve afectada con el tiempo, asegurado esto, se administr6 BDNF
(10ng/ml) al bafio y se observo su efecto en la modulacion sinaptica. Para saber si el efecto
modulatorio del BDNF en la sinapsis es pre- o postsinaptico se utilizé el protocolo de pulso
pareado. Los registros se digitalizaron y analizaron con el software OriginPro7 y analisis

estadistico fue con el programa Sigma.
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Protocolo de Pulso Pareado

Es necesario conocer que el pulso pareado tiene como fundamento la teoria de Ca?*
residual de Katz y Miledi, 1968. Su trabajo demostré que una pequefia fraccion de Ca?* que
entra a la terminal en respuesta al primer potencial de accidon permanece por cientos de
milisegundos ya que la neurona no tiene la capacidad de eliminarlo o amortiguarlo entre
cada potencial de accion, este Ca?" se acumula. Esta cantidad de Ca?* residual es muy
pequefia al principio, pero conforme entra mas Ca?* a la neurona pondra en marcha la
liberacién de mas neurotransmisor, ya que este depende de la cantidad de Ca?* liberado
(Debanne et al., 1996).

Una entrada baja de Ca?* resulta en un primer potencial de accién (S1) inicial pequefio,
pero la amplitud del segundo potencial (S2) serda mucho mas grande ya que el Ca?* residual
del primer estimulo se sumara al Ca?* entrante del segundo estimulo, logrando una mayor
liberacidn de neurotransmisor, a esto se le llama facilitacion; pero si en el primer estimulo
existe una entrada masiva de Ca?*, se liberara una cantidad grande de neurotransmisor,
dejando poco o casi hada que liberar cuando suceda el segundo estimulo, asi la amplitud
de S1 sera mucho mayor que S2, esto se le llama depresion (Bargas y Galarraga, 2008;

Figura 10).
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Figura 10. Facilitacién y Depresion. En A se puede observar un efecto de facilitacion ya que el segundo
potencial es mayor que el primero, caso contrario en B donde el primer potencial es mayor que el segundo, lo
que seria depresién.

El Protocolo de Pulso Pareado (PPR) nos permite saber por medio de dos estimulos
sucesivos en las aferencias presinapticas si el efecto de un farmaco esta en la pre- o

postsinapsis. Cuando la amplitud cambia en la misma proporciéon en ambas respuestas S1
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y S2 el efecto serd post- pero si el efecto es en la presinapsis se presentara facilitacion o

depresién ya que cambia la proporcion entre S2 y S1 (Bargas y Galarraga, 2008).
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RESULTADOS

El CGA aumenta la respuesta sindptica poblacional en ratones tratados con 3-NP

Las curvas intensidad-umbral demostraron diferencias significativas entre los tratamientos
(P<0.001); los ratones tratados con CGA+3-NP y pretratamiento PreCGA-CGA+3-NP
aumentaron su respuesta sinaptica poblacional con respecto al tratamiento de sélo 3-NP
(P<0.050); de igual manera los tratamientos con solo CGA por 5 dias y CGA por 10 dias y
control mostraron un aumento con respecto al tratamiento con 3-NP (P<0.050) lo cual nos
indica un comportamiento cercano al control de los diferentes tratamientos con respecto al
grupo tratado de 3-NP; por otro lado no se presentaron diferencias significativas de los

tratamientos con respecto al control, excepto el tratamiento de CGA por 5 dias (P<0.050)

(Figura 11).
300 PreCGA-CGA+3-NH N
]| —® CGA+3-NP 5 dias * *
250 —4A— CGA 10dias T ,/T
—v— CGA 5 dias - — 7Y ]
1| —€— control v
200 4 L —<—3-NP

< i
T 150 i
=
- . T
e -
< 100 - 1
50
0 -
! I ! I ' | ' I ! | ! I 4 | ' | ! 1
0x 1x 1.25x 1.5x 1.75x 2.0x 2.5x 3x --
Umbrales

Figura 11. Curva Amplitud-Umbral. Curva hecha para demostrar las diferencias significativas de cada
tratamiento, nétese que los grupos tratados (PreCGA-CGA+ 3-NP n=9; CGA+3-NP n=9; CGA 10 dias
n=9; CGA 5 dias n=9) aumentaron su respuesta sinaptica poblacional con respecto al 3-NP (n= 9,
*P<0.050). Solo el grupo tratado con CGA por 5 dias presento diferencias significativas con respecto al
control (n=7, P<0.050).
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De manera mas detallada, al analizar cada umbral de cada condicion se observaron
cambios significativos por parte del grupo CGA 5 dias con respecto al 3-NP en los umbrales
1x, 1.25x, 2x y 3x (*P<0.050); asi como diferencias con respecto al control solo en el umbral
2.5x (P<0.050) y solamente se present6 diferencia significativa con respecto al tratamiento
de CGA por 10 dias en el umbral 3x (#P<0.050) (Figura 12).
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1| —»— CGA 5dias T T
230 4| —e— Control * T
—<—3NP
200 -
S
=
S 150 4
=
o
§1oo-
50
0_
LJN DL A L A L A LR RN A R A R A R |

L) 1
Ox 1Ix  125x  15x 175 20x 25x 3x
Umbrales

300

250

200

150

100

50

0x 1x 1.25x 1.5x 1.75x 2.0x 2.5x 3x

HControl W CGAS5dias MCGA 10dias m3-NP

Figura 12. Curva amplitud-temporal. A) Se muestra de manera detallada los registros de los grupos
tratados CGA 10 dias n=9, CGA 5 dias n=9, 3-NP n= 9y control n=7, la administracion de CGA por 5 dias
presenta la mayor amplitud caso contrario el CGA 10 dias que presento menor amplitud. B) CGA 5 dias
(azul) presento diferencias significativas respecto al 3-NP (rojo) en los umbrales 1x, 1.25x, 2x y 3x
(*P<0.050), con respecto al control (negro) solo en el umbral 2.5x (#P<0.050); solamente se presentd
diferencia significativa con respecto al tratamiento de CGA por 10 dias en el umbral 3x (##P<0.050).
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Por otra parte, a pesar de mostrar un aumento mucho mayor que el grupo tratado con 3-
NP, los analisis estadisticos solo mostraron diferencias significativas en el umbral 2x de los
tratamientos CGA+3-NP 5 dias y PreCGA-CGA+3-NP con respecto al 3-NP (*P<0.050)

(Figura 13).
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Figura 13. Curva amplitud-temporal. A) se muestran los grupos PreCGA-CGA+3-NP y CGA+3-NP tener un
aumento en la amplitud con respecto al 3-NP. B) los andlisis estadisticos solo mostraron diferencias
significativas en el umbral 2x de los tratamientos CGA+3-NP 5 dias y PreCGA-CGA+3-NP con respecto al 3-
NP *P<0.050.
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El CGA no afecta la estabilidad de los cursos temporales

Después de demostrar que el CGA aumenta la respuesta sindptica se realizaron controles

largos para no observar perturbaciones y/o alteraciones producto del tratamiento previo,

como se observa, la respuesta sinaptica poblacional 2 mantiene la misma amplitud sinaptica

gue la respuesta 1 a pesar del tiempo transcurrido (n=6) (Figura 14).

Una vez comprobado que el CGA no modifica la estabilidad de los cursos temporales, se

grabaron 10 minutos como control y después se administré la neurotrofina BDNF.
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Figura 14. Curso Temporal. Se observa que las rebanadas tratadas previamente con CGA la
poblacién se mantuvo estable con el paso del tiempo los valores fueron normalizados y mostrados
en porcentaje (n=6); en la parte de arriba se muestra un trazo representativo tomado en el principio
(1) y al final (2) de experimento, nétese al comparar ambos trazos mantienen el mismo tamafio de

amplitud.
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La modulacion del BDNF cambia en rebanadas tratadas con CGA

Al administrar 10ng/ml de BDNF después de 10 minutos de control se observaron cambios
en la modulacién en ambos tratamientos, se present6 un incremento el cual varié de
acuerdo con el tipo de condicién, en el caso del tratamiento de PreCGA-CGA+3-NP por 10

dias aumento en la espiga S1 fue de 28% +4.5 (n=5; t = -19.890; (P = <0.001) prueba de t-
pareada) (Figura 15).
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Figura 15. Modulacién de BDNF en tejido pre-tratado por CGA. A) Experimento representativo que
muestra el aumento de amplitud después de la administracion de BDNF 10ng/ml, los valores fueron
normalizados y mostrados en porcentaje. B) trazos representativos tomados al principio y al final de
experimento (1 y 2) donde se muestra el aumento de la amplitud en la espiga S1. C) Promedio de los primeros
diez minutos y Ultimos 10 minutos después de haber administrado BDNF 10ng/ml, se observa el aumento de
28% de amplitud, los valores fueron normalizados y mostrados en porcentaje (n=5).

28



Por otro lado, el efecto modulatorio del BDNF en rebanadas tratadas con CGA+3-NP por 5
dias presentd un incremento de 47% 3% (n=4; t = -48.946; (P = <0.001) prueba de t-pareada)
(Figura 16).

Con los resultados anteriores, el BDNF, a 10ng/ml en cada condicién presenté un aumento
de amplitud en las espigas de tejido tratado con CGA; la variacién de porcentajes entre
cada condicién podria ser a un efecto de acuerdo al tiempo de administracion del CGA, es
decir que a menor tiempo de administracion mayor efecto modulatorio de BDNF; pero una

disminucién en la estabilidad de este de acuerdo a la variabilidad que presentan los datos.
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Figura 16. Modulacion de BDNF en tejido tratado con CGA. A) Experimento representativo donde se muestra
el aumento de la amplitud al administrarse BDNF 10ng/ml. B) Trazo representativo del experimento tomado
al principio y al final del experimento (1 y 2), se observa la diferencia en el aumento de tamafio en la espiga
S1. C) Promedio de los primeros diez minutos y ultimos después de la administracion de BDNF, se obtuvo un
aumento de 47% en la amplitud, los valores fueron normalizados y mostrados en porcentaje (n=4).
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La administracion de BDNF en tejido tratado con CGA y 3-NP modifica los mecanismos

presinapticos
Como ya se habia mencionado en capitulos anteriores el PPR, que es el cociente de la

divisién de S2/S1 permite saber si el efecto de un farmaco se encuentra mediado por
mecanismos presinapticos o postsinapticos. En los resultados (Figura 17) se observa que
tejido tratado bajo la primer condicion CGA+3-NP 5 dias tuvo cambios significativos
(Control: 1.09+£0.021; BDNF: 0.865+0.024 P=<0.001) ademas de disminuir el PPR en
presencia de BDNF, de igual manera en la condicion PreCGA-CGA+3-NP 10 dias (Control:
1.001+0.013; BDNF: 0.833+0.010, P=<0.001) se presentaron cambios significativos asi
como una disminuciéon cuando se encontraba el BDNF en el bafio. Esto quiere decir que
posiblemente el efecto del BDNF en tejido tratado con CGA se encuentra relacionado a
mecanismos presinpticos y la disminucién en los cocientes de ambos sefiala una
depresién sinaptica.
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Figura 17. PPR. Sumatoria de la accién del BDNF en PPR en tejido tratado 5 dias con CGA y con
pretratamiento CGA, en ambas condiciones se muestra una reduccion en el PPR, lo cual indica un aumento
en la liberacién de neurotransmisor a pesar de haber sido administradas con la toxina 3-NP.
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DISCUSION

El CGA como posible protector contra el 3-NP

Como ya se habia mencionado, los antioxidantes han mostrado tener un papel importante
en la eliminacion de ROS los cuales estan directamente relacionadas con el desarrollo de
multiples enfermedades neurodegenerativas, en especial HD. Los antioxidantes externos
forman un soporte crucial en la proteccion de procesos como excitotoxicidad y estrés
oxidativo (Liang Y Kitts, 2015). Trabajos como Li et al en 2007 demostraron que el CGA
tiene efectos neuroprotectores contra apoptosis inducida por metilmercurio en células
PC12. En los resultados de la figura 11, se observa que los tratamientos con CGA
posiblemente mejoran la amplitud de la respuesta poblacional, ya que el CGA ha

presentado mecanismos antioxidantes.

Actualmente se conocen varias maneras de accion de los antioxidantes, trabajos como
Wright et al. en el 2000 describieron dos principales; el primero, conocido como
transferencia atomo-H, donde el radical libre remueve un atomo H del antioxidante,
convirtiéndose en Radical, asi mientras mas estable esté el radical antioxidante
correspondera a una mejor eficiencia antioxidante; el segundo mecanismo llamado
“transferencia de un electron” donde el antioxidante da un electrén al radical libre,
convirtiéndolo en un radical cation; es por esto que en lafigura 12A, se aprecia una mejoria
de los grupos tratados por CGA con respecto al control e incluso 3-NP, ya que mdltiples
trabajos han demostrado la efectividad de CGA en diferentes condiciones de estrés
oxidante causado por superdxido (O2), Peréxido de Hidrogeno (H202), Oxido nitrico (NO2)

e incluso Cadmio (Hao et al. 2015).

En el caso de los grupos administrados con 3-NP y CGA se observa de igual manera un
efecto protector en trabajos como Alarcén-Herrera et al, en el 2017 observaron en ratones
C57BL/6 que el CGA administrado en co-tratamiento con el 3-NP (15mg/kg) disminuyd la
toxicidad en un 32.76% y el pretratamiento de CGA redujo casi en su totalidad todo efecto
toxico por parte del 3-NP. En la Figura 12A, al aumentar el tiempo de administracion de
CGA el efecto comienza a ser adverso, en este caso podria ser pro-oxidante, lo cual acelera
el dafio a moléculas como DNA, carbohidratos y proteinas, ademas de que muchos factores
afectan el tipo de oxidacion, como temperatura, presion de oxigeno, catalisis de metales,

consumo de grasas y forma de estas (Frankel, 1993).
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Existen muchos polifenoles que al estar en contacto con sistemas que contengan metales
activos-redox, en presencia de Og, la transicién de metales como Cu y Fe cataliza el ciclo
redox de estos llevandolos a la formacion de mas ROS vy otros radicales organicos que
pueden dafiar el DNA (Sakihama et al, 2002). Ademas, trabajos como Fukumoto y Mazza
en el 2000, midieron tanto la actividad antioxidante y pro-oxidante de multiples acidos
fendlicos, entre ellos el CGA, descubriendo que este no solo tenia una alta actividad
antioxidante, sino también compartia un efecto pro-oxidante usando la oxidacién del Cobre

(Cu?*) con la técnica de HPLC.

Se ha reportado que en el mecanismo de oxidacién del CGA se forman O-Quinonas (CGA-
Q), las cuales estan involucradas en el desarrollo de toxicidad (Pierpoint en 1966). Aun se
desconoce cual es la cantidad exacta para tener un efecto benéfico antioxidante y qué dosis
refleja el limite apropiado de uso; por ejemplo Mufioz et al. en 2007, realizaron pruebas
guinéticas con periodidato de sodio en la oxidacién del CGA, descubriendo que a diferentes
concentraciones de CGA existe una constante evolucion y formacion de CGA-Q la cual
produce H,O, y CGA, ademas de que al aumentar las concentraciones de CGA, la CGA-Q
incrementa, sugiriendo que la quinona reacciona con su sustrato. Esto podria explicar por
gué a concentraciones altas, ademas de una administracion larga de 10 dias se

desarrollaria un efecto mayor como pro-oxidante en lugar del esperado.

En la figura 12B, se observa que a pesar de aumentar el estimulo, la amplitud no crece en
tejido tratado con 3-NP que con el tejido control y CGA; esto es debido al dafio ocasionado
por el bloqueo de la succinato deshidrogenasa en el complejo mitocondrial Il de la cadena
respiratoria, ademas se ha comprobado que la administracién crénica de 3-NP aldn en bajas
concentraciones (15mg/kg) ocasiona alteraciones metabdlicas asi como eleva los niveles
de Oxido nitrico (NO) y de la peroxidacion lipidica (LPO) (Hernandez-Echeagaray et al.,
2011).

La administracion de CGA disminuye el dafio causado por 3-NP.

Al administrar CGA en conjunto con 3-NP se observé que la amplitud de la respuesta
poblacional estuvo por encima del grupo tratado con 3-NP y a mismos niveles que del
control Figura 13A. El alto efecto protector del CGA esta mediado por la cantidad de grupos
Hidroxil, asi componentes con al menos tres grupos hidroxil en el anillo fenol tienen alta

actividad antioxidante (Fukomoto y Mazza, 2000), lo cual se ve evidenciado. Aunque sigue
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existiendo gran duda de como actlan los antioxidantes, en el caso del CGA también se ha

descubierto que su efecto también podria estar mediado por metabolitos.

El acido cafeico y el acido Quindico son los principales productos directos de la hidrolisis
del CGA por microbiota en el intestino delgado y colon (Gonthier M et al., 2003; Tomas-
Barberan et al., 2013), existe una posibilidad de que el efecto protector del CGA esté ligado
al efecto protector de sus metabolitos. Taram et al. en 2016, compararon el efecto protector
del CGA con sus respectivos metabolitos (Acido cafeico, Acido Quinoico vy, el Acido
Felarico) en cultivos de neuronas granulares de cerebelo bajo diferentes condiciones de
estrés como 6xido nitrico, glutamato, H>O, inhibicion de proteasoma e inhibicion de reticulo
endoplasmatico de Golgi. Descubriendo que el Acido Cafeico present6 la mejor actividad
como antioxidante en las diferentes condiciones, por otra parte, el CGA mostré una
actividad antioxidante media pero una mayor afinidad al estrés por NO. Esto es favorable
ya gue la administracion de 3-NP incrementa esto niveles, debido a que funciona como un
donador de su grupo nitro, la oxidacion de 3-NP forma 3-nitroacrilato, el cual se une de
manera irreversible a la Succinato deshidrogenasa (SDH), incrementando la produccién de
radicales libres dentro de la mitocondria (Nishino et al., 1995; Deshpande et al., 2006). Es
muy probable que el CGA presente un mejor efecto antioxidante en los experimentos

administrados con 3-NP, por mostrar un mayor efecto protector contra estrés nitrico.

La estabilidad curso temporal no se ve afectada por la administracion de CGA

Una vez terminadas las pruebas de curva I/A se prosiguié con experimentos
curso/temporales de una duracién aproximada de 30min (n=7; figura 14), los cuales
permiten observar que el tejido tratado con CGA presenta estabilidad al paso del tiempo y
que cualquier cambio en la amplitud de las espigas es efecto de la neurotrofina

administrada, en este cada BDNF.

Modulacion del BDNF en tejido tratado con CGA y 3-NP

Varios estudios han demostrado que el BDNF facilita la supervivencia neuronal, el

crecimiento axonal y dendritico ademas de mejorar la formacion sinaptica. Una vez que se
comprobd que el tejido tratado con CGA y 3-NP mantiene una estabilidad de las espigas,
resulta importante saber coémo modularian en condiciones de estrés oxidante posterior a un
tratamiento antioxidante por lo cual se procedié a administrar BDNF al tejido tratado
PreCGA-CGA+3-NP por 10 dias y CGA+3-NP 5 dias, el aumento en la espiga S1 de ambos
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tratamientos fue de 28% 4.5 (n=5; t = -19.890; (P = <0.001) prueba de t-pareada; figura 15) y
47% £3% (n=4; t = -48.946; (P = <0.001) prueba de t-pareada; figura 16) respectivamente,
mostrando un mayor aumento en la amplitud sinaptica en comparacion con la mostrada en
el trabajo de Mendoza et al, 2014, donde administraron BDNF 10ng/ml en tejido de ratén
C57BL/6 unicamente tratado con 3-NP (15mg/kg), obteniendo una amplitud de 23% =4,
ademas, el tratamiento de bajas dosis de 3-NP mostr6 afectaciones en el largo dendritico y

en el nimero de espinas en las neuronas espinosas medianas del estriado.

En los andlisis de PPR (Figura 17), a pesar de que el tejido fue tratado con 3-NP no se
present6 un incremento como se ha observado en tejido tratado con este mismo (Mendoza
et al, 2014), en los tejidos tratados con CGA se presentaria protecciéon en las diferentes
neuronas del estriado, es probable que la disminucion y el dafo especifico en el estriado
por el 3-NP causaria una reduccion en los receptores TrkB ya que se encuentran
distribuidos uniformemente en la superficie celular tanto en neuronas de proyeccion estriatal
como en neuronas del estriado y, aunque todas las neuronas corticales expresan los
receptores TrkB la mayor expresion es en interneuronas GABAérgicas (Alberch et al.,
2004), por lo tanto la expresion de los receptores TrkB se veria afectada como lo muestra
Mendoza et al., 2014, donde observaron una reduccion en la expresion de estos receptores,
asi al haber menos recetores para el BDNF, la modulacion seria menor, ademas que la
liberacién de neurotransmisores aumenta para compensar el dafio en las conexiones

sinapticas.

Aunque los mecanismos de accion del CGA aln siguen sin ser claros, su efecto podria
deberse a diferentes vias de sefalizacién activadas por el CGA, para proteger a las
neuronas; una via que han ganado mucha importancia son la de PI3K/Akt ya que juega un
rol importante en el manejo de la defensa celular contra dafio oxidativo, regula la

supervivencia de la proliferacion celular y se encuentra asociada con la activacion del Nrf2.

El factor de transcripcidbn Nrf2 regula la expresion inducible de numerosos genes de
enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su unién a una secuencia especifica de
DNA conocida como ARE (por sus siglas en ingles Antioxidant Response Element), su
translocacion ha demostrado aumentar la expresion de genes antioxidantes como la
Glutation S-transferasa, NADPH, ligasa glutamato-cisteina, ferritina, gamma-glutamil-
cisteina sintetasa y Heme oxigenasa 1 (HO-1), teniendo un papel importante en la defensa

celular contra el estrés celular, enfermedades inflamatorias como la osteoporosis (Nguyen
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etal., 2009; Scapagnini et al., 2011), puede ser activada por diversos compuestos oxidantes

ylo electréfilos de naturaleza muy diversa como son los polifenoles (Fainstein, 2007).

Estudios como Han et al., 2017 demostraron que el CGA activa la modulacion de Nrf2 a
través de la via de PI3K/Akt en células MC3T3-E1 reduciendo la muerte celular por H20-,
sin embargo, usando un inhibidor especifico de PI3K/Akt suprimieron de manera significante
la localizacién nuclear de Nrf2, inhibida esta via, parcialmente se revirtio el incremento de
la viabilidad celular, indicando que juega un papel importante en los mecanismos del CGA
en la activacion de Nrf2. Ademas, el trabajo de Calkins et al., en el 2005, demostré que in
Vvivo e in vitro, el Nrf2 tiene un efecto protector contra la inhibicién del complejo Il en modelos
de 3-NP y malonato; cuando los ratones fueron deficientes de Nrf2 y Knockout resultaron
ser significativamente mas vulnerables. Con base en lo anterior, es posible que el aumento
de la modulacién sinptica por el BDNF se deba a que las células neuronales se encuentren
en mejor condicién con respecto a las tratadas con 3-NP debido la proteccion del CGA, por

medio de la activacion del factor Nrf2 via PI3K/Akt
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CONCLUSIONES

El CGA present6 un efecto protector en tejido tratado por 3-NP, la curva I/A mostr6 que el
tejido tratado solamente con CGA 5 dias tuvo la mayor amplitud, al igual el tratamiento
PreCGA-CGA+3-NP 10 dias, el efecto protector podria ser mediante donaciéon de

electrones; que disminuiria la cantidad de ERO generadas por 3-NP.

La mayor modulacion fue de 47% con el tratamiento CGA+3-NP 5 dias; aunque el otro
tratamiento PreCGA-CGA+3-NP 10 dias no tuvo la misma amplitud 28%, a la amplitud fue

mayor en comparacion de grupos tratados solo con 3-NP

El CGA se presenta como un fuerte antioxidante en el tratamiento y posible prevencion de
enfermedades neurodegenerativas, los mecanismos del CGA aun siguen siendo
desconocidos en su totalidad, se recomienda para estudios posteriores analizar
detalladamente las vias de sefalizacion activadas por CGA en presencia de 3-NP, asi como

los posibles metabolitos que podrian tener una mayor participacion en la neuroproteccion.
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