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“Los mediocres pueden ser educados;
los genios se educan asi mismos.”
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RESUMEN

El estriado forma parte de los ganglios basales del sistema nervioso central
y se encarga de regular los movimientos voluntarios, la degeneracion de sus
componentes neuronales conduce al desarrollo de diversas enfermedades

neurodegenerativas.

Un modelo utilizado para el estudio de las alteraciones que ocurren durante
la neurodegeneracion del estriado es el generado mediante el uso del acido 3
nitropropidnico (3-NP), el cual bloquea al complejo Il mitocondrial acarreando
excitotoxicidad, estrés oxidante, etc. El uso de antioxidantes ha mostrado la
capacidad de evitar y/o prevenir los cambios que se presentan durante la
neurodegeneracion. Un flavonoide antioxidante que encontramos en abundancia en
alimentos de consumo diario y que parece tener propiedades neuroprotectoras es
el acido clorogénico (CGA), el cual se ha reportado disminuye marcadores
apoptéticos promovidos por estrés oxidante, aumenta la capacidad cognitiva, regula
neuromoduladores como la dopamina y disminuye marcadores toxicos vy
genotoxicos en modelos in vitro e in vivo de neurodegeneracion. Por lo que en el
presente estudio nos propusimos demostrar la capacidad neuroprotectora del CGA

en un modelo de degeneracién estriatal promovido por el 3-NP.

Para cumplir con el objetivo medimos lipoperoxidacion, citocinas
proinflamatorias (TNF-a e IL-6) y antiinflamatorias (IL-2 e IL-4), transaminasas y el

neuromodulador dopamina y sus metabolitos.

Como resultados encontramos que el CGA disminuye la peroxidacion lipidica
en estriado y corteza frontal, ademas de disminuir IL-6 y aumentar las citocinas
antiinflamatorias IL-4 e IL-2 en estriado y corteza, sumado a esto también

observamos que el CGA modula los niveles de dopamina en corteza frontal

Debido al uso creciente del CGA por sus efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, para bajar de peso, antitumorales, antihipertensivos, en la mejora
de los trastornos metabdlicos y efectos protectores del tracto intestinal y que esto

puede ser benéfico para las enfermedades neurodegenerativas, nosotros
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proponemos el uso de CGA para prevenir y evitar la neurodegeneracion estriatal y
de la corteza frontal que puede ser ocasionada por procesos de inflamacion y de

estrés oxidante.
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ABSTRACT

The striatum is part of the basal ganglia of the central nervous system and is
responsible for regulating voluntary movements, the degeneration of its neuronal

components leads to the development of various neurodegenerative diseases.

A model used to study the alterations that occur during striatal
neurodegeneration is through the use of 3-nitropropionic acid (3-NP), which blocks
mitochondrial complex I, causing excitotoxicity, oxidative stress, etc. The use of
antioxidants has shown the ability to avoid and/or prevent the changes that occur
during neurodegeneration, an antioxidant flavonoid that we find in abundance in daily
consumed foods and that seems to have neuroprotective properties is chlorogenic
acid (CGA), the which has been reported to decrease apoptotic markers promoted
by oxidative stress, increase cognitive capacity, regulate neuromodulators such as
dopamine, and decrease toxic and genotoxic markers in in vitro and in vivo models
of neurodegeneration. Therefore, in the present study we set out to demonstrate the
neuroprotective capacity of CGA in a model of striatal degeneration promoted by 3-
NP.

The aim of this work was to measure we measured lipid peroxidation,
proinflammatory (TNF-a, and IL-6) and anti-inflammatory cytokines (IL-2 and IL-4),

transaminases, and the neuromodulator dopamine and its metabolites.

As results, we found that CGA decreases lipid peroxidation in the striatum and
frontal cortex, in addition to decreasing IL-6 and increasing the anti-inflammatory
cytokines IL-4 and IL-2 in the striatum and cortex, added to this we also observed

that CGA modulates the dopamine levels in frontal cortex

Due to the increasing use of CGA for its antioxidant, anti-inflammatory, weight
loss, antitumor, antihypertensive effects, in improving metabolic disorders and
protective effects of the intestinal tract and that this may be beneficial for
neurodegenerative diseases, we propose the use of CGA to prevent and avoid
striatal neurodegeneration and frontal cortex that can be caused by processes of

inflammation and oxidative stress.
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1. INTRODUCCION
1.1. SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso (SN) esta constituido por un grupo de estructuras
conformadas principalmente por circuitos neuronales complejos que se encargan
de regular numerosas funciones como la propiocepcion, el aprendizaje, la memoria,
el movimiento, entre otras. Uno de los circuitos neuronales mas importantes es el
del control de las funciones motoras, ya que el movimiento es parte de las acciones

esenciales para diversos organismos (Purves et al., 2004).

Los movimientos se pueden dividir en voluntarios e involuntarios, ambos son
generados por contracciones musculares y la accion coordinada del sistema
musculo-esquelético, todo ello dirigido por el cerebro, el tronco encefalico y la
meédula espinal. Los movimientos involuntarios se generan por la contraccion del
musculo liso en los 6rganos viscerales y son dirigidos por el sistema nervioso
auténomo (SNA), mientras que, los movimientos voluntarios son iniciados por
neuronas motoras inferiores que inervan al musculo esquelético y que se
encuentran en la médula espinal y en el tronco encefalico. Las motoneuronas
inferiores son controladas de manera directa por circuitos locales dentro de la
médula espinal y el tronco encefalico y coordinan grupos de musculos individuales.
De manera indirecta las motoneuronas inferiores estan controladas por
motoneuronas superiores en centros superiores que controlan circuitos locales,

coordinando secuencias complejas de movimientos (Purves et al., 2004) (Figura 1).

Dentro de los circuitos locales superiores que controlan las secuencias de
movimientos complejos se encuentran el cerebelo y los ganglios basales, los cuales
regulan a las motoneuronas superiores, quienes a su vez envian la sefalizacién
adecuada a las neuronas motoras inferiores para asegurar que los movimientos
sean ejecutados con precision temporal y espacial por parte del musculo esquelético
(Purves et al., 2004) (Figura 1).

14
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SISTEMAS DECENDENTES
Neuronas motoras superiores

Corteza motora GANGLIOS BASALES
Planificacién, iniciacién y control de los - Correcta iniciacién de los
movimientos voluntarios movimientos

Movimientos basicos y control de la Cordinacién sensoriomotora
postura

6

N
NN

Circuitos neuronales locales Grupos de neuronas motoras

Integracidn de las neuronas motoras Neuronas motoras inferiores
inferiores

MEDULA ESPINAL Y CIRCUITOS DEL
TRONCO ENCEFALICO

Entradas sensoriales MUSCULO ESQUELETICO

Figura 1. Organizacion general de las estructuras neuronales. Se muestran las estructuras
neuronales involucradas en el control de los movimientos. Modificado de Purves et al.,
(2004).

1.1.1. Ganglios basales

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales que se
encuentran en ambos hemisferios cerebrales y se encargan de regular diferentes
funciones cognitivas y el control del movimiento. Estas estructuras estan
conformadas por los nucleos: caudado, putamen, globo palido (interno y externo),
la sustancia nigra (pars compacta y pars reticulata) y el nucleo subtalamico (Figura
2). Estas cinco estructuras forman el circuito motor extrapiramidal que conecta con
la corteza motora primaria, la corteza premotora, asi como con el tronco encefalico
y se encargan de coordinar los movimientos voluntarios aprendidos (Purves et al.,
2004).

15
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Complejo
Cerebro talamico VA/VL

Corteza Frontal

Nucleo
caudado

Putamen
Globo X
palido, Nucleo
segmento subtalamico

externo e
interno

Mesencéfalo

Sustancia nigra
pars compacta

Sustancia nigra |
pars reticulata

Figura 2. Seccion coronal del cerebro donde se muestran la localizacion de los ganglios
basales. VA= ventral anterior; VL= ventral lateral. Modificado de (Purves et al., 2004).

En humanos y en otros primates no humanos el nucleo caudado y el putamen
se encuentran visiblemente separados por la capsula interna, sin embargo, en
roedores ambos nucleos se encuentran unidos y se les conoce como cuerpo
estriado, en ambos casos estas estructuras se conforman por dos tipos neuronales:
las neuronas espinosas medianas (NEMs) de proyeccion y las interneuronas. Las
NEMs son de naturaleza GABAérgica y conforman aproximadamente el 95% del
cuerpo estriado, reciben informacion de naturaleza glutamatérgica proveniente de
la corteza y del talamo. Las interneuronas componen el 5% restante del estriado y

sus proyecciones no emergen fuera de éste, las interneuronas pueden ser de
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naturaleza colinérgica o GABAérgica, estas ultimas se dividen en diferentes
subtipos dependiendo de su respuesta molecular, su morfologia y su respuesta

electrofisiologica (Lebouc, Richard, Garret, & Baufreton, 2020; Moran, 2013).

En roedores, el cuerpo estriado se divide en estriado dorsal y estriado ventral,
de ambas divisiones emergen proyecciones de las NEMs que se conducen a través
de dos vias, la via directa y la via indirecta. En la via directa, el estriado envia
proyecciones directas de naturaleza GABAérgica a los nucleos de salida de los
ganglios basales (sustancia nigra pars reticulata y globo palido interno)
inhibiéndolos y con ello activando al talamo y a la corteza cerebral provocando la

senal de movimiento (Purves et al., 2004) (Figura 3).

En la via indirecta, las NEMs envian informacion GABAérgica a el globo
palido externo, quien a su vez proyecta informacion de tipo GABAérgica al nucleo
subtalamico y éste en respuesta manda informacion glutamatérgica a los nucleos
de salida de los ganglios basales (sustancia nigra pars reticulata y el globo palido
interno), quienes inhiben la respuesta del talamo y de la corteza cerebral

promoviendo que no haya movimiento (Purves et al., 2004) (Figura 3).

CORTEZA CEREBRAL

Glutamato

Via directa Via indirecta
,
GABA GABA
Dopamina

Dopamina
—25 [ e |

Dopamina

SNr/Gpj | Sutamato (To Ty CABA]

lGABA

Glutamato . Glutamato i .
Talamo Médula espinal

Figura 3. Via directa e indirecta del control del movimiento mediado por el estriado. De
morado se presentan las vias que utilizan glutamato, de azul las vias que utilizan GABA y
de verde las vias que utilizan dopamina. Modificado de (Gubellini, Pisani, Centonze,

Bernardi, & Calabresi, 2004).
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1.1.2. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION
1.1.2.1. Neurotransmisores rapidos

El glutamato y el acido-y-aminobutirico (GABA), son los principales
neurotransmisores que median la comunicacion de los ganglios basales, no
obstante, el cuerpo estriado esta controlado por otras moléculas neuromoduladoras
como las monoaminas las cuales también intervienen en el control motor (Klein et
al., 2019).

1.1.2.2. Monoaminas: Dopamina (DA)

Las monoaminas son pequefias moléculas que tienen un anillo aromatico
unido a una cadena alifatica de dos carbonos, unida a su vez a un grupo amino y
que son sintetizadas a partir de diferentes aminoacidos (Nichols & Nichols, 2008).
En general, las monoaminas ejercen su accidén sobre los circuitos neuronales al
unirse a receptores metabotrépicos (con excepcidén de la serotonina que también
puede unirse a un receptor ionotrépico) y tienen una modulacién mas lenta en
comparaciéon con la neurotransmision rapida promovida por glutamato y GABA
(Klein et al., 2019).

Las monoaminas se pueden clasificar en subgrupos, uno de ellos es el de las
catecolaminas, las cuales estan conformadas por la dopamina (DA), noradrenalina
(NA) y la adrenalina. De ellas, la DA tiene un papel importante en la modulacion de
la actividad estriatal neuronal. Es sintetizada en el citosol, en donde la fenilalanina
es transformada en tirosina (mediante la enzima fenilalanina hidroxilasa) y ésta es
convertida en L-DOPA mediante la tirosina hidroxilasa, finalmente, la L-DOPA
mediante la actividad de la DOPA descarboxilasa es transformada en DA (Figura 4).
Una vez producida la dopamina en las neuronas presinapticas, esta es ingresada a
vesiculas que tienen un ambiente interno acido, lo que la protege de ser oxidada,
las vesiculas liberan a la DA al espacio sinaptico para que pueda unirse a alguno de
sus receptores (D1, D2, D3, D4 y D5) en las neuronas postsinapticas y asi ejercer

su accién. Una vez que la DA entra en la célula postsinaptica la monoamino-oxidasa
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B metaboliza a la DA en 3,4- dihidroxifenilaceldehido (DOPAL) que a su vez se
convertira en acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el DOPAC mediante la

enzima catecol-o-metiltransferasa es degradado a acido homovanilico (HVA)

(Figura 4) (Meiser, Weind|, & Hiller, 2013) (Klein et al., 2019).
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La DA participa en el comportamiento y en las funciones motoras mediante
la conectividad aferente de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta con el estriado. Otra fuente importante de dopamina que influye en el
control del movimiento regulado por el estriado es el area tegmental ventral, la cual
envia proyecciones dopaminérgicas hacia el estriado ventrolateral y a la parte dorso
medial del nucleo accumbens. Sin embargo, las principales proyecciones
dopaminérgicas al estriado dorsal emergen de la sustancia nigra pars compacta

formando la via nigroestriatal.

En las terminales de la sustancia nigra pars compacta (SNc) los
autorreceptores D2 regulan los patrones de activacion y liberacion de la DA; una
vez que la DA es liberada en el cuerpo estriado dorsal, esta modula la sefalizacion
glutamatérgica, GABAérgica, colinérgica y dopaminérgica en el cuerpo estriado a
través de los receptores D1 y D2 de las NEMs. En las interneuronas GABAérgicas
y en las interneuronas colinérgicas la DA regula la funcién de la memoria espacial,
la motivacion, las respuestas de recompensa y placer, la conducta sexual, asi como
el control de las neuronas motoras (Holly & Miczek, 2016; Klein et al., 2019; Koch &
Raymond, 2019). La DA puede actuar sobre los receptores D1 y con esto aumentar
la actividad de las NEMs de la via directa mientras que la estimulacion con dopamina

de los receptores D2 disminuye la actividad de las NEMs de la via indirecta.

Sin embargo, cuando los circuitos de los ganglios basales no funcionan
adecuadamente se desarrollan diversas enfermedades como lo son las
enfermedades neurodegenerativas. Una de las principales enfermedades que se
genera con la degeneracion del estriado es la enfermedad de Huntington (EH),
durante la cual las primeras neuronas que se degeneran son las NEMs de la via
indirecta lo cual conduce a la inhibicién deficiente de los movimientos clasificados
como coréicos. Ademas de la disminucion del estriado durante la EH también hay
una pérdida del volumen cortical ya que también se presenta la pérdida de neuronas
piramidales corticales principalmente en areas motoras y premotoras (Bunner &
Rebec, 2016; Koch & Raymond, 2019).
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1.2 NEURODEGENERACION: MODELOS DE ESTUDIO (ACIDO 3-
NITROPROPIONICO)

El mantenimiento de la estructura y funcion del cuerpo estriado resulta
fundamental para llevar a cabo correctamente los programas motores aprendidos;
su alteracién puede desencadenar el establecimiento de diversas enfermedades

neurodegenerativas.

Cambios moleculares durante el desarrollo de diferentes enfermedades
neurodegenerativas provocan muerte neuronal de zonas especificas del cerebro,
agravando la neurodegeneracion. La acumulacion de diferentes proteinas es uno
de los cambios moleculares que comunmente se presentan durante el desarrollo de
las enfermedades neurodegenerativas. Dichas enfermedades neurodegenerativas
se pueden diferenciar entre si por la proteina que se acumula en una regién
especifica del cerebro, ademas de que las manifestaciones clinicas de estas
enfermedades reflejan la region concreta del cerebro y la poblacién especifica de
células que se encuentran afectadas (H. Fu, Hardy, & Duff, 2018). Dentro de los
padecimientos que se pueden desarrollar por alteraciones estructurales y
funcionales del cuerpo estriado se encuentran la corea acantocitosis, la paralisis
supranuclear progresiva y la EH, las cuales tienen como caracteristicas comunes
ser desoérdenes neurodegenerativos que desarrollan trastornos de movimiento, asi

como manifestaciones psiquiatricas y cognitivas (Looi & Walterfang, 2013).

1.2.1. Disfunciéon mitocondrial y estrés oxidante

Otro de los cambios moleculares que se presentan durante el desarrollo de
las enfermedades neurodegenerativas esta ligado a mecanismos que producen un
déficit energético, incluyendo dano en la fosforilacion oxidativa, estrés oxidativo,
dafio en el manejo del Ca?* mitocondrial, anomalias en el trafico mitocondrial,
descenso de la glucdlisis y un déficit en el complejo Il (succinato deshidrogenasa
SDH) y complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) de la cadena respiratoria mitocondrial
(Napolitano et al., 2004; Rosenstock, Duarte, & Rego, 2010). Los danos causados

por el estrés oxidativo incluyen peroxidacion lipidica, oxidacion protéica, mutacion y
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oxidacion del DNA y todos han sido asociados con el agravamiento de la
neurodegeneracion. Se ha reportado en el nucleo caudado de pacientes con
neurodegeneracion, la presencia de 8-hidroxi-deoxiguanosina (8-OHdG), el cual es
un marcador de oxidacion de DNA (Browne et al., 1997). Asi mismo, existe un
aumento significativo de 8-OHdG en el DNA mitocondrial de la corteza parietal de
los pacientes con estados avanzados de enfermedades neurodegenerativas
(Polidori, Mecocci, Browne, Senin, & Beal, 1999), al igual que un aumento del
marcador de peroxidacion lipidica, malondialdehido (MDA) (Aguilera et al., 2007;
Tabrizi et al., 2000).

El estrés oxidativo es un proceso que se encuentra presente durante el
desarrollo de la EH y otras enfermedades neurodegenerativas, por lo que se han
buscado modelos experimentales que imiten la degeneracion neuronal que se
presenta durante la enfermedad. Una de las estrategias utilizadas es la inyeccién
sistémica de toxinas mitocondriales en el cuerpo estriado de roedores las cuales
han mostrado producir degeneracion neuronal (Alarcon-Herrera et al., 2017; Wang
& Qin, 2006).

El acido 3 nitropropionico (3-NP) es una neurotoxina que se identifico en el
oeste de Estados Unidos de Norte América como un agente toxico responsable de
la intoxicacion del ganado. El consumo de las leguminosas Indogofera o Astragalus
por el ganado les provocaba fallas motoras como debilidad general y mala
coordinaciéon de la patas traseras hasta llegar a la paralisis y, en humanos se ha
reportado que la ingesta accidental de cafia de azucar contaminada con el hongo
Arthrinium que produce 3-NP causa encefalopatia aguda, un estado comatoso
durante varios dias en gran parte de los pacientes y un deterioro neurolégico
persistente caracterizado por distonia de inicio retardado, espasmo de torcion,
muecas faciales y movimientos espasmaodicos en muchos de ellos (Brouillet, Conde,
Beal, & Hantraye, 1999).

Estudios bioquimicos han establecido que el 3-NP es un inhibidor selectivo
del complejo Il succinato deshidrogenasa (SDH), la cual es una enzima localizada

en la membrana mitocondrial interna cuya funcion es oxidar el succinato a fumarato
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durante la cadena transportadora de electrones. La semejanza en la estructura
molecular del 3-NP y el succinato permite que el 3-NP se una al complejo I

mitocondrial e inhiba su funcién (Figura 6).

H H H H

O2N—C — C—COOH HOOC— C — C—COOH

H H H H
3-NP Acido succinico

Figura 5. Estructura molecular del 3-NP y el acido succinico (Brouillet et al., 1999).

El 3-NP se une de manera irreversible al sitio de union del acido succinico,
sustrato biolégico de la SDH (Figura 5), bloqueando el ciclo del acido tricarboxilico
y obstaculizando el flujo de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, lo que
provoca un deterioro del metabolismo energético (Brouillet et al., 1999). Esta
disfuncién mitocondrial promovida por el 3-NP desencadena estrés oxidativo y
aumento en las concentraciones intracelulares de Ca?*; estas modificaciones
moleculares finalmente desencadenan vias de senalizacidon que llevan a la muerte
neuronal (Liot et al., 2009) (Figura 7).
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Figura 6. Alteraciones moleculares promovidas por el bloqueo del complejo Il
mitocondrial con 3-NP (Liot et al., 2009).

Debido a que los dafios provocados por la administracion de concentraciones
bajas y subcrénicas de 3-NP (Rodriguez et al., 2010), imitan la histopatologia de la
EH encontrada en los cerebros post mortem y en los modelos transgénicos, el 3-NP
es ampliamente utilizado para investigar los mecanismos patolégicos que se

presentan durante la neurodegeneracion estriatal (Brouillet et al., 1999).

Se ha sugerido que neurotransmisores como el glutamato, la DA y sus
receptores son factores clave en el proceso de neurodegeneraciéon de las NEMs en
presencia de 3-NP (Brouillet et al., 1999; Hernandez-Echeagaray, Rosa-Lépez, &
Mendoza-Duarte, 2012). Se ha reportado en modelos in vivo que asemejan estadios
tempranos de la EH que la inhibicion mitocondrial producida por el 3-NP provoca
una modificacion de las corrientes promovidas por la administracion de GABA en
las NEMs (Flores-Hernandez et al., 2018), la plasticidad sinaptica mediante la
modulacion de moléculas que participan en vias de sefalizaciéon del estriado

(Gomez-Pineda, Torres-Cruz, Vivar-Cortes, & Hernandez-Echeagaray, 2018) y
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cambios en la funcion cortico-estriatal asi como la expresion de neurotrofinas
(Mendoza et al., 2014).

1.2.2. Efectos sistémicos del 3-NP

A pesar de que la administracion sistémica de 3-NP afecta preferentemente
a las neuronas estriatales (Bunner & Rebec, 2016), también puede afectar otras
estructuras corporales debido a que (como ya lo hemos mencionado anteriormente)
sus efectos se deben al bloqueo del complejo Il mitocondrial (Liot et al., 2009). Uno
de los érganos que se ven afectados por la disfuncion mitocondrial que promueve
la administracion sistémica de 3-NP es el higado (Y. T. Fu, He, Zhang, & Zhang,
1995; Mirandola, Melo, Saito, & Castilho, 2010).

El higado es uno de los 6rganos que se encargan de metabolizar e inactivar
sustancias exdégenas como el alcohol, drogas, contaminantes ambientales y toxinas.
Esta desintoxicacion sistémica que realiza el higado lo hace a través de sistemas
enzimaticos que convierten las sustancias toxicas en derivados solubles en agua

que luego pueden ser excretados eficientemente por el rifidn (Grant, 1991).

Sin embargo, niveles anormales de enzimas hepaticas pueden indicar dafio
agudo o cronico hepatico y esto da como resultado un aumento de las
concentraciones séricas de aminotransferasas. Las transaminasas aspartato
aminotransferasa (AST) también conocida como transaminasa glutamato
oxaloacética (GOT) y alanina aminotransferasa (ALT) o también conocida como
transaminasa glutamico piravica (TGP), son enzimas que catalizan la transferencia
de grupos a-amino del aspartato y la alanina al grupo a-ceto del acido cetoglutarico
para generar acidos oxalacético y piruvico, respectivamente, que contribuyen de

forma importante al ciclo del acido citrico (Giannini, Testa, & Savarino, 2005).

Ambas aminotransferasas estan altamente concentradas en el higado. Sin
embargo, también podemos encontrar la AST de forma difusa en corazén, musculo
esquelético, rindn, cerebro y glébulos rojos por lo que un aumento sérico de ALT es
mas especifico para dano hepatico y esto también esta relacionado con que ALT en

higado solo la encontramos en el citoplasma celular mientras que solo el 20% de la
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AST es citosolica y el 80% restante es mitocondrial (Giannini et al., 2005). Sin
embargo, a pesar de que el 3-NP promueve disfuncion mitocondrial hepatica aun
no se ha demostrado si este compuesto produce cambios en los niveles de las

transaminasas.

1.2.3. Inflamacion

La inflamacion es otro mecanismo que puede ser desencadenado por la
disfuncion mitocondrial. El proceso inflamatorio se define como la respuesta
bioldgica del organismo ante dafos que se presentan en los tejidos, con la finalidad
de prevenir lesiones posteriores (Witte, Geurts, de Vries, van der Valk, & van
Horssen, 2010). La disfuncién mitocondrial es capaz de provocar dafo en los tejidos
cuando se presenta una disminucion en la produccion de ATP por la alteracién de
la cadena respiratoria mitocondrial, lo que promueve una mayor produccion de
especies reactivas de oxigeno, favoreciendo mayor estrés oxidativo. Un aumento
en radicales como el anién superdxido O?% provenientes de la mitocondria promueve
la activacion de factores de transcripcidon como el factor nuclear kp, el cual es un
factor clave en la regulacion de la infamacién de los tejidos; la activacion de este
factor de transcripcion es importante en el establecimiento de la inflamacion aguda
y cronica (Lopez-Armada, Riveiro-Naveira, Vaamonde-Garcia, & Valcarcel-Ares,
2013).

Se ha establecido que durante la neurodegeneracién se presenta un estado
inflamatorio, el cual involucra la sintesis de mediadores como citocinas y
quimiocinas por parte de las poblaciones de las células gliales presentes (van
Horssen, van Schaik, & Witte, 2019), en el caso de la EH, la proteina huntingtina
poliglutaminada promueve la liberacion de citocinas proinflamatorias como la
interleucina 6 (IL-6) (Tai et al., 2007) en la microglia y los astrocitos. Estudios de
tomografia de emisién de positrones han mostrado acumulacion de microglia
reactiva y de astrocitos en el cerebro de pacientes con EH (Tai et al., 2007). Ademas,

estos pacientes presentan un aumento en los niveles de interleucinas (IL) como IL-
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4, IL-8 IL-10 y TNF-a en plasma sanguineo con la progresion de la enfermedad, asi
como también persistencia de niveles elevados de macréfagos inflamatorios y

monocitos (Bjorkqvist et al., 2008).

Los procesos inflamatorios durante la neurodegeneracién promueven la
muerte neuronal, la cual activa mecanismos inflamatorios en las neuronas vecinas,
lo que conduce a un ciclo de inflamacidén y neurodegeneracion sostenida que

contribuye al dafio que se presenta durante la EH (Valadao et al., 2020).

1.3 ANTIOXIDANTES

El estrés oxidante juega un papel importante en el establecimiento y
progresion de dafo neuronal, los modelos de neurodegeneracion (como el uso de
3-NP), permiten asemejar la degeneracion estriatal mediante la induccion de
disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo. La oxidacion es una reaccion quimica que
transfiere electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de
oxidacion producen radicales libres, que inician reacciones en cadena que dafian a
las células, los antioxidantes terminan estas reacciones en cadena al eliminar los
radicales libres que se han producido e inhiben otras reacciones oxidativas al

oxidarse ellos mismos (Arun & Rinshana, 2019; Azeez, 2019).

Los antioxidantes se pueden clasificar en dos grandes grupos: enddgenos y
exdgenos. Los antioxidantes enddégenos incluyen todos los mecanismos naturales
que las células producen para protegerse del exceso de radicales libres, como son
las enzimas catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, entre otras
(Ighodaro & Akinloye, 2018). Los antioxidantes exdgenos se refieren a moléculas
con actividad antioxidante que se obtienen de los alimentos o suplementos
alimenticios, estos antioxidantes abundan en frutas y verduras, asi como en otros
alimentos como nueces, cereales, asi como en algunas carnes de ave y pescado.
Los antioxidantes exdgenos a su vez pueden agruparse en dos grandes categorias:
1) antioxidantes primarios o naturales y 2) antioxidantes secundarios o sintéticos
(Arun & Rinshana, 2019).
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Los antioxidantes primarios o naturales se componen principalmente por

estructuras fendlicas y se clasifican en 3 grupos:

1) antioxidantes minerales, los cuales son cofactores de enzimas antioxidantes

como el selenio, el cobre, el hierro, etc.

2) vitaminas antioxidantes, que son necesarias para la mayoria de las funciones

metabdlicas del cuerpo, como la vitamina C, la vitamina E y vitamina B.

3) fitoquimicos, son compuestos fendlicos que no son ni vitaminas ni minerales y
estos incluyen a los flavonoides, los cuales son compuestos fendlicos presentes en

frutas, verduras, granos, semillas y flores.

En los ultimos afios los acidos fendlicos han recibido gran atencion en el area
de la salud debido a los prometedores efectos antinflamatorios y antioxidantes que
han mostrado. Un antioxidante de naturaleza fitoquimica de estructura fendlica que
puede disminuir los radicales libres generados por el 3-NP es el acido clorogénico
(CGA).

1.3.1 Acido clorogénico (CGA)

El CGA (Figura 7) se encuentra en diversos alimentos como frutas y verduras
y se ha reportado estar presente en altos niveles en el té verde y el café. Un tercio
de este acido fendlico se absorbe fisiolégicamente en el intestino delgado y los dos
tercios restantes se absorbe via intestino grueso, donde el CGA se metaboliza mas
eficientemente por la microbiota nativa. Las propiedades antioxidantes del CGA
estan relacionadas con la eliminacién directa de radicales hidroxilo (OH), radicales
peréxido (OOH), asi como iones superéxido (O2) de una manera dependiente de la
dosis (Anggreani & Lee, 2017; Brendan & Tien, 2018; Naveed et al., 2018; Zang,
Cosma, Gardner, Castranova, & Vallyathan, 2003).
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Figura 7. Estructura molecular del Acido Clorogénico (CGA) (National Center for

Biotechnology Information, 2023).

En un modelo de neuronas corticales primarias el cotratamiento con CGA
disminuye la condensacién nuclear (el cual es indicativo morfoldégico de apoptosis)
provocada por H20z2, este tratamiento también dio como resultado un aumento de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en las neuronas corticales (J. Kim et al.,
2012).

Otro de los efectos descritos de la administracion del CGA en la corteza
cerebral frontal e hipocampo es la mejora de la capacidad cognitiva ya que el CGA
inhibe las especies reactivas de oxigeno, asi como la actividad de la
acetilcolinesterasa, promoviendo una mayor disponibilidad de acetilcolina, lo que
mejora el aprendizaje y la memoria de ratones con amnesia inducida mediante la

administracién de escopolamina (Kwon et al., 2010).

La administracion de CGA ha mostrado aumentar la disponibilidad de DA en
cultivos de células PC-12, lo cual se ha relacionado con la disminucién de especies

reactivas de oxigeno (Walker et al., 2012).

Nuestro grupo de investigacion demostré que el CGA disminuye el efecto
téxico y genotdxico provocado por la administracion de 3-NP en ratones (Alarcon-
Herrera et al., 2017). Sin embargo, aun no se ha demostrado si el CGA produce

cambios en los niveles de DA en modelos de neurodegeneracién, en particular en
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el modelo subcrénico de 3-NP que asemeja etapas tempranas de la EH. Lo anterior

es de suma importancia debido a las funciones que tiene la DA en el cuerpo estriado.

Todas estas evidencias abren la posibilidad de que el CGA sea utilizado como
agente terapéutico que disminuya el estrés oxidativo inducido en la degeneracion

estriatal provocada por la administracion de 3-NP.
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2.0. Justificacion

La produccion de radicales libres que causan estrés oxidativo y la presencia
de procesos inflamatorios en las neuronas estriatales juega un papel importante en
la muerte neuronal que se presenta durante la neurodegeneracion. Esta muerte
neuronal puede alterar los niveles de los neurotransmisores y neuromoduladores
que regulan los diferentes circuitos neuronales, afectando numerosas funciones de

los organismos.

Una estrategia para evitar el desarrollo de procesos neurodegenerativos es
evitar o reducir los procesos de estrés oxidante en las neuronas. El uso de
antioxidantes es una estrategia propuesta para evitar los procesos oxidativos e
inflamatorios y con ello permitir que las células preserven sus procesos metabdlicos

y fisiolégicos adecuados

En particular es importante investigar si el antioxidante CGA puede evitar o
contrarrestar los efectos oxidativos del 3-NP y con ello impedir la modificacion del
estado inflamatorio y de la sintesis de neurotransmisores y neuromoduladores que

favorecen el establecimiento y o desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

3.0. Hipétesis

e Debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, el CGA tendra
un efecto neuroprotector en un modelo murino de degeneracion estriatal

temprana producido por la administracién de 3-NP.
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4.0.

41.

4.2,

Objetivos
Objetivo General

Determinar el efecto neuroprotector del CGA en un modelo de degeneracién

estriatal temprana inducido por la aplicacion de 3-NP.

Objetivos particulares

Evaluar el estrés oxidativo en un modelo murino de neurodegeneracién
estriatal temprana promovido por la administracion de acido 3-NP y el efecto

del CGA en este modelo.

Cuantificar marcadores inflamatorios y antiinflamatorios en un modelo murino
de degeneracion estriatal temprana promovido por la administracion de acido

3-NP y el efecto que tiene el CGA en dicho modelo.

Evaluar el efecto del CGA en las transaminasas hepaticas en un modelo
murino de degeneracion estriatal temprana promovido por la administracion
de acido 3-NP.

Determinar niveles de dopamina en un modelo murino de neurodegeneracion
estriatal temprana promovido por la administracion de acido 3-NP y/o el

tratamiento con CGA.
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5.0. Diseio experimental

Para evaluar el efecto neuroprotector de la administraciéon del CGA se utilizd
un modelo de degeneracion estriatal temprana inducido por la administracién de
acido 3-NP, para ello se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6 de 35 dias
de edad, los cuales recibieron el 3-NP a una concentracién de 15 mg/kg por dia y/o
CGA en una concentracién de 100 mg/kg por dia via intraperitoneal, de acuerdo a
las siguientes condiciones: 1) control negativo, PBS, 2) control positivo, 3-NP
durante 5 dias, 3) unicamente CGA durante 5 dias, 4) coadministracién, 3-NP junto
con CGA durante 5 dias.

Debido a que un sintoma de la EH es la pérdida involuntaria del peso
corporal, registramos el peso corporal de los ratones durante los dias de tratamiento

para determinar si el 3-NP o el CGA tenian algun efecto sobre el peso corporal.

Al octavo dia del comienzo de los tratamientos los sujetos fueron sacrificados
por decapitacion siguiendo la norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio. Todos los procedimientos del presente proyecto fueron aprobados por
el comité de ética de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala con el numero de
folio 1242. Se obtuvo el cerebro y de este se separo el cuerpo estriado y la corteza
frontal de cada sujeto de experimentacion para evaluar estrés oxidativo,

inflamacion, y los niveles de dopamina, y serotonina.

En la diseccion de los animales se observdé un cambio en el tamafo del
higado de los ratones tratados con 3-NP por lo que se procedio a extraer el higado
para determinar el peso de este 6rgano. Ademas, durante el sacrificio también se
obtuvo el suero de los ratones para la medicion de la funcion hepatica y los niveles

sistémicos de citocinas.

Para evaluar la funcion hepatica se midieron las enzimas aspartato
aminotransferasa (AST) o transaminasa glutamato oxaloacética (GOT) y alanina
aminotransferasa (ALT) o transaminasa glutamico piruvica (TGP) con el kit

(Quantitative determination of alanine aminotransferase GPT (ALT) IVD,
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SPINREACT y Quantitative determination of aspartate aminotranferase GOT (AST),
IVD, SPINREACT.)

Para conocer el estrés oxidativo se cuantificé la peroxidacion de lipidos
mediante la técnica de sustancias reactivas de &acido tiobarbiturico (TBARS)
utilizando un kit comercial (MDA Assay, TBARS Assay, Thiobarbituric Acid Reactive
Substances Assay, Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los

resultados obtenidos se normalizaron respecto al control a 100 unidades arbitrarias.

En cuanto al estudio de la respuesta inflamatoria se realizaron ELISAS
dirigidas a citocinas proinflamatorias y antinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-4 e IL-2,
respectivamente) en muestras de suero sanguineo, cuerpo estriado y corteza
cerebral frontal, utilizando kits de ELISA Preprotech (Murine Standar ABTS ELISA
Development Kit) y leidos con un lector de ELISA marca BioTek (EIx800).

Finalmente, las muestras de estriado y corteza cerebral frontal se sonicaron
en 0.1 N de acido percldrico y se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante se utilizé para determinar las monoaminas. Mientras que el
precipitado se dejé secar a temperatura ambiente y posteriormente se le adicion6
0.5 M de NaOH vy fue sonicado. Esta preparacion se utilizd para determinar los

niveles de proteina en tejido por la técnica de Bradford.

Se determinaron los niveles de dopamina y serotonina (asi como sus
principales metabolitos) mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC,
por sus siglas en inglés) para ello las muestras procesadas se inyectaron mediante
un muestreador automatico (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.) en una bomba
PerkinElmer, serie 200, acoplada a una columna de fase inversa C18 (columna ESA
HR 80, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y procesadas en un detector
electroquimico LC-4C (Bioanalytical system, West Lafayette, IN, EE. UU.) ajustado
a 0.850 V en relacién con un electrodo de plata/cloruro de plata, y la sensibilidad se
fijé en 10 nA en cuerpo estriado y corteza frontal. Los datos se presentan en ng/mg

de proteina.
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Analisis estadistico

Debido a que, dentro de la naturaleza de la mayoria de nuestros datos, no se
cumplia los supuestos de distribucion normal y homogeneidad de varianzas, la
prueba estadistica aplicada en la mayoria de los resultados fue el analisis de
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis y las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos se obtuvieron con la prueba post hoc de Dunn. A los
resultados obtenidos de peso corporal se aplicé la prueba estadistica de analisis de
varianza de dos factores con medidas repetidas en un factor, con la posterior

aplicacién de la prueba de Tukey.

Los analisis estadisticos se obtuvieron con el software SIGMA PLOT 12 y
GraphPad Prism 9. Los datos de peso corporal se representan en una grafica de
dispersion mientras que los datos restantes se presentan en graficas de box plot
mostrando la mediana y los percentiles a 25% y 75% de los diferentes grupos, tales

graficas se obtuvieron con el programa GraphPad Prism 9.
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6.0. Resultados

En el presente trabajo utilizamos un modelo de degeneracion estriatal temprana
con concentraciones subcronicas de 3-NP y utilizamos el antioxidante CGA para
observar su capacidad antioxidante y antiinflamatoria, asi como su capacidad de
regular transaminasas hepaticas y los neuromoduladores dopamina y serotonina,

los resultados se describen a continuacion.

6.1. Peso corporal

En el dia 1 se comenzd con la toma del peso corporal para dividir a los
ratones aleatoriamente para cada tratamiento (vehiculo, 3-NP, CGA y 3NP+CGA);
una vez separados por grupos se procedid inmediatamente a administrar los
respectivos tratamientos. Durante el tiempo de administracion de los tratamientos
se registré el peso corporal de los animales (n=23 por grupo, media + error estandar)
cada 24 hrs durante 5 dias. Se realiz6 un ANOVA de dos factores de medidas
repetidas para analizar el efecto de los tratamientos (factor A) en el transcurso del
tiempo (factor B como medida repetida) sobre el peso corporal de los sujetos.
Seguido del ANOVA de dos vias se realizd el analisis post hoc de Tukey para

conocer entre que grupos habia diferencias significativas (Figura 8).

El ANOVA de dos factores de medidas repetidas para el peso de los ratones
tratados con vehiculo, 3-NP, CGA o 3-NP+CGA, arrojo un efecto estadisticamente
significativo de los tratamientos (F (3,88) = 4.69, p < 0.01), un efecto significativo del
peso de los animales a través del tiempo (F (4,352) = 59.51, p < 0.0001) y una
interaccién significativa entre los tratamientos y el tiempo (F (12,352) = 2.35, p <
0.01).

Posteriormente la prueba de Tukey mostré que los grupos tratados con 3-NP
y cotratado con 3-NP+CGA tuvieron un peso estadisticamente menor a los grupos

control y CGA (p < 0.0001, p < 0.0001, respectivamente) desde el dia 1 hasta el dia
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5. Ademas, en el dia 5 el grupo tratado con 3-NP mostré un peso corporal

estadisticamente mayor que el grupo cotratado (p < 0.05) (Figura 8).

Asi mismo con la prueba de Tukey obtuvimos que al comparar el peso inicial
con respecto al resto de los dias produjo los siguientes cambios: El tratamiento 3-
NP produjo un aumento estadisticamente significativo en el peso corporal de los
roedores a partir del dia 4 (p < 0.0001) y se mantuvieron los cambios en el dia 5 (p
< 0.0001). El grupo tratado con CGA produjo un aumento en el peso corporal
estadisticamente significativo a partir del dia 3 (p < 0.001) y se mantuvo a lo largo
de los dias 4 (p < 0.0001) y 5 (p < 0.0001). El grupo cotratado con 3-NP+CGA no
mostré cambios en el peso corporal de los ratones a lo largo del tiempo. El grupo
que no recibié ningun tratamiento también mostré un aumento en el peso corporal
al comparar el dia uno con el dia 4 (p < 0.01) y se mantuvo en el dia 5 (p < 0.0001)
(Figura 8).

Peso de animales durante el tratamiento
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Figura 8. Peso corporal de ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3
nitropropiénico), CGA (Acido Clorogénico) o coadministrado con durante 5 dias. Se
muestran las medias, + errores estandar. * p<0.0001 vs control y CGA. e p<0.05 vs 3-NP. ¢ dia en el
que comenzo el aumento de peso corporal. # p<0.0001 dia 5 vs dia 1.
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6.2. Peso del higado

Debido a que el higado es el érgano encargado de la desintoxicacion del
cuerpo, se cuantificd el peso del higado. La prueba de ANOVA no paramétrica de
KrusKal Wallis arrojo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
con respecto al peso del higado (H (3) = 19.805, p=0.001), encontrando un aumento
significativo del grupo tratado con 3-NP y del cotratado con 3-NP + CGA
comparandolos con el grupo control (prueba de Dunn, p=0.05), efecto que no se
observo con la administracion de CGA, ya que el peso del higado no se modificd
comparandolo con el grupo control (Figura 9), lo que nos indica que uno de los

efectos del uso del 3-NP es el aumento del peso del higado.

peso del higado
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Figura 9. Medianas (con rangos intercuartilicos) del peso del higado de ratones C57BL6 tratados
con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropiénico), CGA (Acido clorogénico) y

coadministrado con ¥ <0.05, n=8 por grupo.
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6.3. Transaminasas

Ya que encontramos diferencias en el peso de los higados de los sujetos
decidimos evaluar la funcién hepatica de los animales mediante la cuantificacion de
las enzimas aspartato aminotransferasa (AST), también llamada transaminasa
glutamato oxaloacética (GOT) y alanina aminotransferasa (ALT) o también
nombrada como transaminasa glutamico piravica (TGP). Los resultados del analisis
estadistico KrusKal-Wallis no mostraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos de GOT (H (3) =0.972, p=0.808) ni de ALT (H (3) =1.929, p=0.587)
(Figura 10).

(A) (B)
Aspartato aminotransferasa (GOT) Alanina aminotransferasa (TGP)
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Figura 10. Medianas (con rangos intercuartilicos) de aspartato aminotransferasa (A) y de

alanina aminotransferasa (B) en suero de ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-
NP (Acido 3 nitropropidnico), CGA (Acido clorogénico) y coadministrado con ¥ < 0.05,

n=5 por grupo.
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6.4. Lipoperoxidacion

Por otro lado, parte de los sintomas clinicos que se generan durante las
enfermedades neurodegenerativas son ocasionadas por cambios en el
metabolismo celular que se llevan a cabo en el Sistema Nervioso. Dichos cambios

se originan por alteraciones moleculares, como el estrés oxidante.

Para determinar los niveles de estrés oxidante que se generan durante la
administracién de 3-NP, se midieron productos finales de la peroxidacién lipidica
mediante el ensayo de TBARS en cuerpo estriado y corteza cerebral frontal. El
estadistico no paramétrico de KrusKal-Wallis mostr6 que hay diferencias
estadisticamente significativas tanto en el estriado (H (3) =17.509, p=0.001) como
en la corteza frontal (H (3) =10.692, p=0.014) encontrando que el 3-NP aumenta la
lipoperoxidacién comparandolo con el grupo control (prueba de Dunn, p=0.05),
ademas de que el grupo tratado con CGA presentd menores niveles de
lipoperoxidacién que el grupo tratado con 3-NP (prueba de Dunn, p=0.05), asimismo
se observd que el grupo coadministrado previno por completo los niveles de

lipoperoxidacién en estriado y corteza inducida por 3-NP (Figura 11).

(A) (B)

Lipoperoxidacion en estriado Lipoperoxidacion en corteza frontal
L * 1 I * g% 1
1500~ — 1 10007 1 11 1
1) L * ] L ] 17}
ke ! e ' 2 8004
s S
£ 1000 S 600- L * .
@ 5 I 1
n 0
(] O 4004
T 5001 <
2 T 200
c < 7
=) =
= — =
0 T T T T O T T T T
> R s e 3 Q e v
o
&y & @ &y
< &L < &
o o

Figura 11. Medianas (con rangos intercuartilicos) de los niveles de peroxidacion lipidica en
A) estriado y B) corteza frontal de ratones C57BL6 tratados con \Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido

3 nitropropiénico), CGA (Acido clorogénico) y coadministrado con < 0.05, n=5 por

grupo.
40

PoSURADD

Neurébiologia




6.5. Citocinas

Una de las consecuencias de la induccion de estrés oxidante en los tejidos
es la produccion de un estado proinflamatorio local y dependiendo de la severidad
y cronicidad del estado oxidante, se puede producir un estado proinflamatorio
sistémico. Para caracterizar la induccion del estado inflamatorio sistémico por la
administracion de 3-NP junto con el efecto que podia tener la coadministracion de
3-NP y CGA en el estado inflamatorio, se analizaron citocinas pro y antinflamatorias
en el suero de los ratones mediante el ensayo de ELISA sandwich. Se obtuvieron
las concentraciones de las citocinas TNF, IL-6, IL-4 e IL2 en el estriado y la corteza
frontal de los grupos experimentales realizando interpolaciones a partir de curvas
estandar a las que se les aplico una prueba de correlacidon de regresion lineal. Sin
embargo, no se detectaron concentraciones suficientes de las citocinas
mencionadas en suero (Apéndice 1), lo que nos indica que el estado inflamatorio
sistémico provocado por la administracion subcronica de 3-NP, que imita etapas
tempranas de la neurodegeneracion estriatal, no produce la liberacién sistémica de

concentraciones detectables de las citocinas analizadas.

Debido a que no se obtuvieron niveles detectables de las citocinas
investigadas en suero (Apéndice 1), nos dimos a la tarea de analizar la presencia
de las mismas citocinas directamente en la corteza frontal y el cuerpo estriado
usando la técnica de ELISA, para conocer si se desarrollan procesos inflamatorios
locales con nuestro modelo. Ademas, se realizé un experimento independiente para

corroborar la ausencia de las citocinas de interés en suero observada anteriormente.

6.5.1. TNF-a

En la figura 12 se muestra en (A) las densidades Opticas de diferentes
concentraciones de la citocina TNF-o recombinante las cuales fueron utilizadas para
obtener una curva estandar; las concentraciones de dicha citocina en muestras de
estriado y corteza frontal fueron determinadas mediante analisis de regresion lineal
con un coeficiente de determinacion de 0.98 (R?=0.98), indicando un buen ajuste de

la curva estandar a los datos. En (B) se observan las concentraciones de la citocina
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en el estriado y en (C) los niveles de TNF en la corteza frontal. Para conocer si habia
diferencias estadisticamente significativas de TNF-a aplicamos la prueba de ANOVA
no paramétrica de KrusKal-Wallis, la cual arrojé diferencias estadisticamente
significativas en la corteza frontal (H (3) = 15.001, p=0.002) donde hubo un aumento
significativo en el grupo cotratado con 3-NP+CGA comparandolo con el grupo

control (p<0.05) y con el grupo tratado solamente con CGA (prueba de Dunn,

p<0.05).
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Figura 12. Medianas (con rangos intercuartilicos) de las concentraciones de TNF-a. (A)
concentraciones de la curva estandar. (B) Concentraciones en estriado y (C) concentraciones en
corteza frontal de ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3

nitropropiénico), CGA (Acido clorogénico) y coadministrado con .¥<0.05,n=8 por grupo.
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6.5.2. IL-6

Del mismo modo obtuvimos las concentraciones de IL-6 a partir de la
interpolacién de una regresion lineal con un coeficiente de determinacion de 0.99
(R?=0.99) lo que indica un buen ajuste de los datos a la curva estandar (figura 13
A).

Con la aplicacion de KrusKal-Wallis obtuvimos diferencias significativas tanto
en el estriado (H (3) = 29.494, p=0.001) como en la corteza frontal (H (3) = 28.253,
p=0.001).

Mediante la prueba de Dunn observamos en ambas estructuras un aumento
de las concentraciones de 3-NP comparadas con el grupo control y el grupo tratado
con CGA (p<0.05) (figura 13 B y C), de igual manera observamos un aumento de la
citocina en el grupo tratado en conjunto con 3-NP+CGA comparandolo con el grupo
de CGA, indicando que el 3-NP promueve la produccion de IL-6 y podemos intuir

que el uso de 3-NP contribuye en los procesos proinflamatorios (Figura 13 By C).
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Figura 13. Medianas (con rangos intercuartilicos) de las concentraciones de IL-6. A) concentraciones
de la curva estandar. B) Concentraciones en estriado y C) concentraciones en corteza frontal de
ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropiénico), CGA (Acido

clorogénico) y coadministrado con . ¥ <0.05, n=8 por grupo.

6.5.3. IL-2

En la figura 14 (A) mostramos las densidades Opticas de diferentes
concentraciones de la citocina IL-2 recombinante, las cuales fueron utilizadas para
obtener una curva estandar; las concentraciones de dicha citocina en muestras de
estriado y corteza frontal fueron determinadas mediante analisis de regresion lineal
con un coeficiente de determinacion de 0.99 (R?=0.99), indicando un buen ajuste de
la curva estandar a los datos. El analisis de varianza no paramétrico KrusKal-Wallis

presentd diferencias significativas en estriado (H (3) = 19.005, p=0.001), donde
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posteriormente mediante la prueba de Dunn obtuvimos niveles menores de la
citocina en los grupos tratados con 3-NP (p<0.05) y 3-NP + CGA (p<0.05)
comparados con el grupo control, ademas de que el grupo cotratado presento
niveles estadisticamente menores de |IL-2 comparado con el grupo tratado solo con
CGA (p<0.05).
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Figura 14. Medianas (con rangos intercuartilicos) de las concentraciones de IL-2. A) concentraciones
de la curva estandar. B) Concentraciones en estriado y C) concentraciones en corteza frontal de
ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropionico), CGA (Acido

clorogénico) y coadministrado con . ¥ <0.05, n=8 por grupo.
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6.5.4. IL-4

Finalmente, del mismo modo obtuvimos las concentraciones de IL-4 a partir
de la interpolacion de una regresion lineal con un coeficiente de determinacion de
0.95 (R?=0.95) lo que indica un buen ajuste de los datos a la curva estandar (figura
15A).

La prueba de KrusKal-Wallis arrojé diferencias significativas en las
concentraciones de citocinas tanto para el estriado (H (3) =28.143, p=0.001) como
para la corteza frontal (H (3) =26.095, p=0.001). Seguido de esto aplicamos la
prueba de Dunn la cual mostré que el grupo tratado con CGA presentd mayores
niveles de la citocina comparandolos con el grupo control (p<0.05) y con el grupo
tratado con 3-NP (p<0.05) en las regiones analizadas, ademas el grupo tratado en
conjunto con 3-NP+CGA también tuvo mayores niveles de IL-4 que el grupo control
(p<0.05), lo que nos dice que el tratamiento con CGA promueve la produccién de

citocinas antiinflamatorias (Figura 15 By C).
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Figura 15. Medianas (con rangos intercuartilicos) de las concentraciones de IL-4. A) concentraciones
de la curva estandar. B) Concentraciones en estriado y C) concentraciones en corteza frontal de
ratones C57BL6 tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropionico), CGA (Acido

clorogénico) y coadministrado con 3-NP y CGA. * < 0.05, n=9 por grupo.
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6.6. Concentracidén de neurotransmisores monoaminérgicos

Una vez mostrado que el modelo con 3-NP promueve la lipoperoxidacion e
inicia procesos de inflamacion en el estriado y la corteza frontal y que el CGA
previene el dafio ocasionado por un déficit mitocondrial, también nos planteamos
investigar la concentracion de dopamina y sus metabolitos en el mismo modelo.
Debido a que la técnica cromatografica que utilizamos permite también la deteccidn
de los metabolitos de DAy de serotonina (5-HT) asi como los metabolitos de 5-HT

en el mismo ensayo, decidimos evaluar todos los metabolitos.

6.6.1. Concentraciones de dopamina y sus metabolitos

En la figura 16 podemos observar las concentraciones de dopamina en el
estriado y la corteza frontal, asi como las concentraciones de los metabolitos de DA
en el estriado (no se logré detectar concentraciones de los metabolitos de DA en la
corteza). Al aplicar el analisis estadistico de ANOVA no paramétrico de KrusKal-
Wallis obtuvimos diferencias significativas en las concentraciones de DA en la
corteza frontal (H (3) =10.599, p=0.014), y al realizar la prueba post hoc de Dunn
obtuvimos un aumento significativo entre el grupo tratado con CGA vs el grupo

control en corteza frontal (p<0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Medianas (con rangos intercuartilicos) de la concentracion (ng/mg de proteina) de
dopamina en A) estriado y B) corteza frontal, asi como concentracion de C) acido di-hidroxi-fenil-
acético (DOPAC) y D) acido homovanilico (HVA) en el estriado de ratones C57BL6 tratados con
Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropidnico), CGA (Acido clorogénico) y coadministrado

con 3-NP y CGA .* < 0.05, n=6 por grupo.
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6.6.2. Concentraciones de serotonina y su metabolito

En la figura 17 presentamos la cuantificacién de 5-HT en estriado y corteza
frontal, asi como las concentraciones del metabolito de 5-HT en ambas estructuras.
Al aplicar el analisis estadistico de ANOVA no paramétrico de KrusKal-Wallis no
obtuvimos diferencias significativas ni en el estriado ni en la corteza frontal tanto
para 5-HT como para su metabolito (estriado 5-HT: H (3) =0.967, p=0.809; corteza
frontal 5-HT: H (3) = 2.073, p=0.557; estriado 5-HIAA: H (3) = 3.393, p=0.335;
corteza frontal 5-HIAA: H (3) = 6.613, p=0.085).
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Figura 17. Medianas (con rangos intercuartilicos) de la concentracién (ng/mg de proteina) de
serotonina en estriado (A) y en corteza frontal (B), asi como concentracion (ng/mg de proteina) de
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en estriado (C) y en corteza frontal (D) de ratones C57BL6
tratados con Vehiculo (Control, PBS), 3-NP (Acido 3 nitropropiénico), CGA (Acido clorogénico) y
coadministrado con . =6 por grupo
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7.0. Discusion

El acido 3 nitropropidnico (3-NP) es utilizado como un modelo de
neurodegeneraciéon que imita la disfuncibn mitocondrial producida durante el
desarrollo de la enfermedad de Huntington. La severidad en la neurodegeneracion
provocada por la administracion de 3-NP depende de distintos factores, como la
especie de roedor que se utilice (rata o ratén), de la cepa del animal con la que se
experimente (Wistar, Sprague Dawley, 129SVEMS, C57/BL6, etc.), de la
concentracion, frecuencia y duracion de la administracion del 3-NP (Hernandez-

Echeagaray et al., 2012).

En este trabajo usamos una concentracién de 3-NP de 15 mg/kg de peso
corporal del roedor durante 5 dias, por via intraperitoneal, lo que asemeja estadios
tempranos de neurodegeneracion. Los resultados mostraron que todos los ratones
obtuvieron una ganancia de peso durante el transcurso de los tratamientos con
excepcion del grupo coadministrado con 3-NP+CGA quien mantuvo el mismo peso
corporal a lo largo del tiempo, lo que implica que la administracion en conjunto de
3-NP con CGA produjo un desajuste significativo en el metabolismo de los animales,
dicho efecto obtenido en el peso de los sujetos debe estudiarse con mayor

profundidad para conocer el mecanismo que altera el metabolismo de los roedores.

Por otra parte el peso de los grupos tratados con 3-NP y 3-NP+CGA fue
significativamente menor respecto al grupo tratado con CGA y con el grupo control
durante todo el tiempo de tratamiento, sin embrago, algo importante de resaltar es
que los sujetos de los grupos control y CGA desde un inicio del tratamiento tuvieron
un peso superior a los animales de los grupos 3-NP y 3-NP+CGA, por lo que el
cambio del peso corporal encontrado a lo largo de los dias no puede ser atribuido a
efectos de los tratamientos. lo que concuerda con otros modelos que asemejan
estadios tempranos de neurodegeneracion utilizando 3-NP (Bak, Kim, Kim, & Choi,
2016), a diferencia de modelos de administracion crénica donde si se observa una
pérdida de peso corporal de los roedores (Skillings & Morton, 2016)

51

PoSURADD

Neurébiologia




Otro efecto de la administracion sistémica del 3-NP es su unidn irreversible
al complejo succinato deshidrogenasa mitocondrial. Uno de los principales érganos
en los que se ha reportado que el 3-NP induce modificaciones es el higado
(Mirandola et al., 2010; Nishimura et al., 2008). En el presente trabajo observamos
un aumento del peso total del higado de los ratones C57/BL6 tratados con 3-NP, en
comparacion con los ratones a los que se les administré PBS, confirmando que uno
de los érganos afectado por el 3-NP es el higado. Debido a que el peso del higado
de los grupos tratados mostré diferencias significativas decidimos investigar las
enzimas GOT y TGP ya que los niveles de estas enzimas intracelulares son
marcadores de la funcion hepatica debido a su participacion en la gluconeogénesis
del higado (Felig, 1973). A pesar de que la medicion sérica de las transaminasas es
ampliamente aceptada para diagnosticar dafo hepatico cronico, un porcentaje de
pacientes con enfermedades hepaticas puede presentar niveles de alanina
aminotransferasa normales y tiempo después desarrollar deterioro de higado grave
(H. J. Kim et al., 2020). Por otro lado, se ha demostrado que el CGA se encuentra
biodisponible y se metaboliza en todo el tracto gastrointestinal, asi como en el
higado y el rindon de humanos. Del total de CGA que ingresa por via oral, 33% es
absorbido a nivel estomacal y el 7% en intestino delgado; el CGA absorbido tanto a
nivel estomacal como en el intestino delgado puede ser esterificado convirtiéndose
en acido quinico y acido cafeico, de esta manera tanto el CGA no esterificado como
sus metabolitos son liberados al torrente sanguineo llegando a higado vy
nuevamente es metabolizado (Lu, Tian, Cui, Liu, & Ma, 2020). En el presente estudio
la aplicacion de CGA en una concentracién de 100 mg/kg de peso de los animales
no impidié el efecto del 3-NP en la actividad de las transaminasas; la falta de
diferencias significativas en la actividad de las transaminasas séricas puede estar
ligado al modelo subcronico de 3-NP que simula etapas tempranas de la

neurodegeneracion.

Por otro lado, se ha reportado que el principal tejido cerebral afectado con la
administracién sistémica de 3-NP es el cuerpo estriado, en donde dicho compuesto

afecta principalmente a las neuronas espinosas medianas en las que se ha descrito
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que a nivel molecular provoca la generacion de estrés oxidante, lo que conlleva a la

degeneracion neuronal (Noha et al., 2020).

En el presente trabajo analizamos el estrés oxidante mediante la produccion
de lipoperoxidacion obteniendo un aumento en el estriado y en la corteza cerebral
frontal en el grupo tratado con 3-NP comparado con el grupo control, lo que
corrobora que el modelo de administracion de 3-NP en ratones C57BL6 provoca
estrés oxidante. Por otra parte, la administracion de CGA evitd6 por completo el
aumento de los niveles de lipoperoxidacion tanto en el grupo tratado solo con CGA
como en el grupo tratado con 3-NP + CGA, en el nucleo estriado como la corteza
frontal indicando que el de CGA reduce los procesos de estrés oxidante causados
por el 3-NP.

Debido a que encontramos diferencias en la lipoperoxidacion por la
administracion de 3-NP, lo que es indicativo de estrés oxidativo en nuestros grupos
experimentales, nos dimos a la tarea de evaluar la produccién de citocinas
proinflamatorias y antinflamatorias en el modelo de administracion de 3-NP para

definir el estado inflamatorio del modelo.

En el SNC se ha reportado que el TNF-a es la principal citocina presente en
los procesos inflamatorios (Behzadi & Mubarak, 2020) y que una sobreproducciéon
de TNF-a conlleva a una respuesta inmune proinflamatoria que juega un papel
importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas; sin embargo,
aun no se tiene un panorama claro en el que se explique el papel de esta citocina
proinflamatoria en el desarrollo de la neurodegeneracion (Perry, Dewhurst, Bellizzi,
& Gelbard, 2002). Aunque la produccion de esta citocina se da en respuesta a una
activaciéon inmune, también se ha reportado la presencia del receptor para TNF-a
en varios tipos neuronales, asi como su actividad neuromoduladora bajo
condiciones no inflamatorias (Perry et al., 2002; Vitkovic, Bockaert, & Jacque, 2000).
En la presente investigacion detectamos la presencia de TNF-a en los diferentes
grupos experimentales utilizados tanto en el estriado como en la corteza frontal,
observando un aumento significativo de la citocina en el grupo cotratado con 3-

NP+CGA comparandolo con el grupo control y comparandolo con el grupo que fue
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tratado solamente con CGA en corteza frontal, lo que nos indica que el 3-NP provoca

mecanismos inflamatorios en la corteza frontal.

Otra citocina proinflamatoria que comunmente se encuentra en el sistema
nervioso es la interleucina 6 (IL-6), la cual participa en el desarrollo, diferenciacion,
regeneracion y degeneracion de las neuronas, asi como en la muerte neuronal
durante las enfermedades neurodegenerativas (Kummer, Zeidler, Kalpachidou, &
Kress, 2021). Nuestros resultados mostraron un aumento significativo de IL-6 en el
grupo tratado con 3-NP con respecto al grupo control, como lo han reportado
estudios previos (Gendy et al., 2022; Jamwal & Kumar, 2016). Estos resultados
sugieren que el CGA reduce el establecimiento de procesos inflamatorios
dependientes de IL-6, lo cual puede relacionarse con su efecto antioxidante, similar
al efecto reportado para el resveratrol, un polifenol que disminuye citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-13 e IL-6 en otros modelos de neurodegeneraciéon
(Li etal., 2017).

La IL-6 es la primera citocina que se incrementa en la EH, debido a que en
esta patologia hay un aumento en la activacién del factor nuclear kB (NF-kB), el cual
promueve la expresion de IL-6 (Bjorkqvist et al., 2008; Khoshnan et al., 2004;
Libermann & Baltimore, 1990), esta activacién puede darse por diferentes vias: 1)
la proteina huntingtina es capaz de activar este factor de transcripcién y favorecer
la expresion de IL-6; y 2) mediante la disfuncién mitocondrial que se presenta en la
EH, se induce la liberacion de DNA mitocondrial que provoca la produccion de ROS
y estas a su vez pueden activar NF-kB y la subsecuente produccién de IL-6 (Marchi,
Guilbaud, Tait, Yamazaki, & Galluzzi, 2022; Zhao et al., 2021). De igual manera en
el modelo con 3-NP se ha reportado que se presenta una disfuncion mitocondrial
mediante el bloqueo del complejo Il mitocondrial produciendo especies reactivas de
oxigeno lo que probablemente favorezca el aumento de IL-6 en nuestros resultados.
Sin embargo, el CGA puede estar interviniendo mediante su capacidad antioxidante
disminuyendo las especies reactivas de oxigeno y con ello evitando la activacion de

NF-kB y la posterior produccién de IL-6.
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Por otro lado, se ha reportado que los polifenoles suprimen la degradacién
de la subunidad IkB de NF-kB impidiendo la translocacién de este factor al nucleo y
asi evitando la transcripcion de citocinas proinflamatorias. Ademas, se ha observado
que parte de la actividad antiinflamatoria de los polifenoles consiste en retardar la
interaccidn de las unidades de NF-kB con el DNA, evitando que se expresen genes
de proteinas proinflamatorias como quimiocinas y citocinas (Singh, Rai, Birla, Zahra,
Rathore, & Singh, 2020). De este modo, la via antinflamatoria es una segunda

opcioén por la que el CGA puede estar mediando la disminucion de IL-6.

En cuanto a los resultados de IL-2 mostraron una disminucion significativa en
el grupo tratado con 3-NP y cotratado con 3-NP + CGA comparandolo con el grupo
control, ademas, de que el grupo cotratado también fue significativamente menor al
grupo tratado solo con CGA en el cuerpo estriado, lo que nos indica que
efectivamente el uso del 3-NP entabla mecanismos inflamatorios en los que se ve
involucrado IL-2 en el cuerpo estriado, en contraparte, el grupo de CGA no mostré
cambios en la expresion de esta citocina en la corteza frontal y en el estriado, lo
cual se ha reportado en modelos de neuro inflamacién, donde el uso de CGA no
modifica los niveles de IL-2 mientras que promueve un aumento de IL-4 (Lee et al.,
2020).

Nuestros resultados de IL-4 mostraron un aumento de esta citocina en el
estriado y la corteza cerebral frontal en los grupos de CGA y CGA + 3-NP, pero no
en el grupo tratado con 3-NP, esto ultimo debido a que IL-4 es una citocina
antinflamatoria que se expresa durante la inmunidad adaptativa (Ellrichmann, Reick,
Saft, & Linker, 2013) y solo se ha reportado su incremento en pacientes con EH
avanzada (Bjorkqvist et al., 2008; Ellrichmann et al., 2013; Rocha, Ribeiro, Furr-
Stimming, & Teixeira, 2016). Es necesario recordar que el modelo de 3-NP utilizado
por nuestro grupo de trabajo promueve degeneracion estriatal que imita etapas
tempranas de la EH y esta puede ser la razén por la que el grupo tratado con 3-NP

no presenté un aumento significativo de IL-4 a diferencia de lo ya reportado.

Finalmente evaluamos los niveles de DA en el modelo de degeneracion

estriatal promovida por concentraciones subcrénicas de 3-NP. En trabajos previos
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se ha demostrado un incremento de DA en cultivos celulares, pero no en un
tratamiento in vivo sistémico. En nuestra investigacion al obtener los niveles de DA
y de 5-HT, asi como de sus metabolitos en el cuerpo estriado y la corteza frontal,
solamente observamos un aumento de dopamina en la corteza cerebral frontal

inducido por la administracion de CGA.

En estudios previos se ha reportado que el uso de CGA aumenta los niveles
de DAy de 5-HT en la corteza de ratones tratados con arsenito de sodio, el cual
promueve estrés oxidante a nivel neuronal asi como deterioro cognitivo, cambios en
el comportamiento y en la coordinacién motora (Dina et al., 2020). Ademas, el CGA
protege a las neuronas dopaminérgicas de la apoptosis evitando la disfuncién
mitocondrial y con ello manteniendo la actividad apropiada de los complejos de la
cadena transportadora de electrones mediante el aumento de los niveles de GSH y
SOD ya que se sabe que GSH es la principal defensa de las funciones
mitocondriales (Singh, Rai, Birla, Zahra, Rathore, Dilnashin, et al., 2020). Por otro
lado, se ha reportado que extractos ricos en los flavonoides CGA y acido cafeico no
modifican significativamente los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en estriado
de ratas Wistar tratadas con 6-OHDA (Molska et al., 2021).

Es importante sefalar que se ha mostrado que la inflamacién de otros érganos esta
relacionada con la neurodegeneracion, en particular, la inflamacion intestinal crénica
donde la microbiota juega un papel importante en el funcionamiento del eje cerebro-
intestinal, esto lo hace mediante la liberacion de neurotransmisores vy
neuromoduladores (GABA y 5-HT, respectivamente) que repercuten en la actividad
nerviosa y la regulacion del estado de animo. A nivel intestinal se ha observado un
aumento en los niveles de microbiota, 5-HT, aminoacidos libres y serotonina del
colon en puercos alimentados con una dieta rica en CGA (Wu et al., 2018). Dicha
serotonina liberada a nivel intestinal puede viajar hasta el sistema nervioso central
a través del nervio vago y de la circulacién sanguinea y afectar la funcién cerebral
(Zeng, Xiang, Fu, Qu, & Liu, 2022).

En los ultimos anos el CGA ha recibido atencidn creciente debido a la

diversidad de efectos que tiene en la actividad bioldgica; se ha visto que tiene
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propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, antihipertensivas,
mejora de los trastornos metabdlicos y efectos protectores del tracto intestinal,
ademas de que disminuye la ganancia de peso corporal (Lu et al., 2020), efectos
que pueden ser benéficos en las enfermedades neurodegenerativas. En el presente
estudio demostramos que el CGA disminuye la peroxidacién lipidica en estriado y
corteza frontal. Asi mismo, obtuvimos que el CGA disminuye la citocina
proinflamatoria (IL-6) comparandola con nuestro modelo subcrénico de
neurodegeneraciéon 3-NP, lo que concuerda con un aumento de la citocina
antinflamatoria IL-4 en los ratones tratados con CGA en comparacién con los sujetos
tratados con 3-NP tanto en el estriado como en la corteza frontal. Por otra parte,
encontramos que el CGA regula los niveles de DA en la corteza frontal. Por tanto,
nuestros resultados muestran que el CGA puede ser utilizado para evitar
disfunciones fisiologicas relacionadas con IL-4 en el sistema nervioso ocasionadas

por estrés oxidante y procesos inflamatorios.
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8.

CONCLUSIONES

La administracion de 3-NP y CGA no induce cambios en el peso corporal
durante el tratamiento.
La administracién de 3-NP produce un incremento en el peso del higado,

mientras que el CGA muestra un comportamiento similar al de los ratones
sanos.
La neurodegeneracion temprana causada por la administraciéon de 3-NP
produce estrés oxidante tanto en el cuerpo estriado como en la corteza
frontal.
El tratamiento con CGA redujo la lipoperoxidacion inducida por el 3-NP tanto

en cuerpo estriado como corteza frontal.

El tratamiento con 3-NP induce la liberacién de la citocina proinflamatoria IL-
6, mientras que la administracion de CGA mantiene niveles similares a los

ratones no tratados.
El 3-NP disminuye los niveles de IL-2 en el estriado.

El CGA incrementa la liberacién de la citocina IL-4, tanto en el estriado como

en la corteza frontal.

La administracion de CGA incremento los niveles de dopamina en corteza

frontal.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente estudio muestran que el CGA tiene efectos
benéficos parciales en el estrés oxidativo e inflamacion a nivel del cuerpo estriado
y de la corteza frontal, sin embargo, es necesario caracterizar mediante técnicas
electrofisiologicas si el 3-NP es capaz de modificar el comportamiento sinaptico, asi
como si el CGA puede tener un efecto benéfico en este comportamiento. Por otra
parte, tomando en cuenta que el CGA puede ser consumido en diferentes alimentos,
es necesario caracterizar si el CGA tiene algun efecto en la microbiota intestinal, ya

que esta es una fuente de serotonina que puede llegar a estructuras cerebrales.
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