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RESUMEN
La Enfermedad de Huntington es un padecimiento neurodegenerativo hereditario, que afecta

principalmente a las neuronas espinosas medianas del nucleo estriado. Para el estudio de los
mecanismos involucrados en esta enfermedad, se ha empleado el acido 3-nitropropidnico (3-
NP), una toxina mitocondrial que imita las alteraciones bioquimicas, celulares y el fenotipo

conductual de la EH.

En el presente trabajo se evalud in vivo la actividad neuroprotectora del acido caféico (AC) ante
la intoxicacion con 3-NP. Mediante la obtencion de registros electrofisiol6gicos extracelulares,
se evalud la respuesta glutamatérgica corticoestriatal, asi como la actividad modulatoria del
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) a una baja concentracién, en tejido proveniente

de ratones C57BL/6 que recibieron distintos esquemas de tratamiento con el AC y el 3-NP.

Los resultados muestran, que el AC por si solo genera un incremento en la respuesta
glutamatérgica corticoestriatal, mas no altera la modulacién de BDNF. Mientras que, el AC al
ser aplicado como agente preventivo de la toxicidad generada por el 3-NP, mostré mantener la
actividad de la respuesta sinaptica glutamatérgica similar a la observada en condiciones control;
asi como también mantuvo la actividad modulatoria de BDNF, incluso a una baja concentracion

de la neurotrofina.



1. INTRODUCCION

1.1. Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) o nucleos subcorticales, son un conjunto de estructuras cerebrales
estrechamente conectadas que se extienden desde la base del telencéfalo, a través de la
porcion central del diencéfalo, hasta el tegmento del mesencéfalo (Nieuwenhuys et al., 2009).
Su funcion ha sido principalmente atribuida al control del movimiento, sin embargo, se ha
sefialado que los GB participan de manera importante en los aspectos condicionales de los
movimientos tales como la planificacién, la seleccion de programas y la memoria motora
(Haber, 2016; Graybiel, 1990).

Los GB comprenden cuatro nucleos principales: el estriado, el globo pélido (GP), el ndcleo
subtalamico (STN) y la sustancia nigra (SN). El nucleo estriado, se compone de dos nlcleos: el
ndcleo caudado y el putamen; el GP se subdivide en dos partes, la externa e interna (GPe y
GPi, respectivamente); mientras que la SN comprende dos nucleos separados: el pars

compacta (SNc) y el pars reticulata (SNr) (Kandel et al., 2013).

Por un lado, las principales aferencias de los GB provienen de la corteza cerebral y el talamo,
aungue también de la amigdala; la mayor parte de estas entradas arriban al neoestriado
(compuesto por el nicleo caudado, putamen, nicleo accumbens); mientras que las eferencias
de estos nucleos incluyen a estructuras dentro y fuera de los GB (Yelnik, 2002; Shepherd,
2003).

Se sabe que el neoestriado proyecta a tres estructuras: el GPi, el GPe y la SNr. Tanto el GPi y
la SNr son consideradas las principales estructuras de salida de los GB, éstas proyectan al
talamo, al nacleo habernular lateral y a capas profundas del coliculo superior; mientras que
estructuras como el GPe vy la SNc (que proyectan principalmente al STN y al estriado,
respectivamente) son consideradas como parte del circuito intriseco de los GB (Kandel et al.,
2013; Shepherd, 2003). Debido a la conectividad y la funcionalidad de los ganglios basales, su
sistema se subdivide de manera frecuente en tres territorios funcionales: el sensorimotor, el
asociativo y el limbico. El territorio sensorimotor, que incluye al putamen, proyecta de regreso a
las cortezas motoras (corteza motora primaria, &rea motora suplementaria y corteza premotora);
el territorio asociativo, que comprende al nucleo caudado dorsal, proyecta a la corteza
prefrontal; y el territorio limbico que involucra al nucleo estriado ventral, proyecta hacia la

corteza cingulada anterior y las cortezas orbitofrontales mediales (Yelnik, 2002).



1.1.1. Ndcleo estriado
El nucleo estriado es la estructura de entrada principal de los GB, a la cual llegan aferencias

principalmente de la corteza cerebral, del tAlamo y de las células dopaminérgicas del tallo
cerebral. Distintas partes de este nucleo reciben aferencias de distintas regiones cerebrales, de
modo que la region dorsolateral del nucleo estriado recibe informacion cortical de areas
sensorimotoras, la region central recibe informacion de las areas corticales asociativas y la

region ventromedial recibe informacién de areas limbicas (Haber, 2016; Kandel et al., 2013).

Las células neuronales que forman parte del nlcleo estriado pueden subdividirse en dos grupos
generales: las neuronas de proyeccion y las interneuronas (figura 1). El primer grupo
corresponde a las neuronas espinosas medianas (NEMs); las cuales representan méas del 90%
de las células estriatales (Haber, 2016). Las NEMs poseen una arborizacion dendritica esférica,
la cual tiene en promedio un diametro de 200 a 300 um, son GABAérgicas y silentes en estado
de reposo. En estas células pueden distinguirse dos grupos generales, esto con base en la
expresion de distintos receptores y neuropéptidos. Por un lado, se encuentran las NEMs que
expresan sustancia P, dinorfina y receptores de dopamina D1 y muscarinicos M4; por otro lado
se encuentran las NEMs que poseen encefalina y muestran una alta expresion de receptores a
dopamina D2 y a adenosina A2A (Haber, 2016; Kreitzer y Malenka, 2008; Yelnik, 2002).
Adicionalmente, ambos tipos de NEMs poseen proyecciones distintas, por lo cual poseen una
participacién importante en las dos vias de procesamiento de la informacion de los GB (figura
2). De modo que aquellas que expresan receptores de tipo D1, proyectan a las neuronas
GABAérgicas del GPi y la SNr, las cuales a su vez envian proyecciones a los nlcleos motores
del tAlamo, formando asi la via directa. Mientras que aquellas NEMs estriatales que expresan
receptores de tipo D2, proyectan al GPe y las células de este nlcleo a su vez, proyectan hacia
el STN. Las neuronas subtaldmicas envian axones al GPi y a la SNr, donde forman sinapsis
excitatorias con las neuronas de salida inhibitorias de estos nlcleos, de modo que ocurre una
inhibicion de las neuronas que proyectan del tdlamo a la corteza, formando asi la via indirecta
(Kreitzer y Malenka, 2008; Yelnik, 2002).

Finalmente, en cuanto a las interneuronas presentes en el ndcleo estriado, se han identificado
al menos 3 clases: las interneuronas colinérgicas grandes, las cuales se caracterizan por la
presencia de colina acetiltransferasa; las interneuronas positivas a somatostatina y 6xido nitrico

sintasa (NOS); y las interneuronas GABAérgicas positivas a parvalbumina (Shepherd, 2003).
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Figura 1. Tipos de neuronas presentes en el nlcleo estriado (Modificada de Sherpherd, 2004).
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Figura 2. Diagrama de las vias directa e indirecta del circuito corticoestriatal. Se representa una vista
sagital del circuito motor en ratones con las conexiones excitatorias e inhibitorias en negro y rojo,
respectivamente. En la via directa, las NEMs estriatales que expresan receptores de tipo D1, inhiben a
las neuronas GABAérgicas del GPi y la SNr, al ocurrir esto, se promueve la desinhibicion de las
proyecciones excitatorias talamo-corticales, lo cual conduce a la activacién de los circuitos premotores y
por consiguiente a la ejecucion del movimiento. Por su parte, en la via indirecta, las NEMs estriatales que
expresan receptores de tipo D2, establecen sinapsis inhibitorias con las células GABAérgicas del GPe; a
su vez, las neuronas palidales proyectan a las neuronas glutamatérgicas del STN. Las neuronas
subtaldmicas envian axones al GPi y a la SNr, estos ndcleos a su vez, inhiben a las neuronas que
proyectan del talamo a la corteza y como resultado final se da la inhibicion del movimiento (Modificado
Negwer y Schubert, 2017)



1.2. Enfermedad de Huntington (EH)
La EH es un padecimiento neurodegenerativo en el cual se produce una pérdida progresiva de

neuronas en el nucleo estriado y la corteza cerebral (siendo las NEMs GABAérgicas del nucleo
estriado las células mas afectadas). Su sintomatologia se ve caracterizada por movimientos
coreicos, discinesia y distonia, ademas de alteraciones metabdlicas, cognitivas y psiquiatricas
(Damiano et al., 2010; Hernandez-Echeagaray et al., 2012; Jimenez-Sanchez y Rubinsztein,
2015). Durante el transcurso de la enfermedad, las alteraciones motoras y cognitivas van
haciendo mas severas, de modo que los pacientes eventualmente mueren, y esto ocurre,
generalmente, por complicaciones de caidas, inanicion, disfagia o aspiracion. La latencia tipica
desde el diagnéstico hasta la muerte es de 20 afios (Walker, 2007).

La EH es de origen hereditario, y se transmite de una generacion a otra con un patrén
autosémico dominante. Esta enfermedad es causada por la mutacion de un solo gen
(Interesting transcript o Hd), en el cual existe una expansion de tripletes CAG (igual o superior a
40 repeticiones), de modo que se produce una poliglutaminacién anormal en el amino terminal
de la proteina huntingtina (Htt) y por consiguiente un mal plegamiento de la misma (Hernandez-
Echeagaray, 2012; Nopoulos, 2016). En condiciones normales la Htt participa en el trafico
vesicular intracelular, en la regulacién transcripcional y se requiere para el desarrollo neuronal,
sin embargo, su poliglutaminacion anormal conduce a la pérdida de su funcionalidad normal y a
la ganancia de funciones toxicas que pueden ser ejercidas tanto por la proteina completa, como
por los fragmentos N-terminales producidos tras la escisibn de la proteina por diferentes

proteasas (Bodai y Marsh, 2012; Damiano et al., 2010).

Algunas de las alteraciones que han sido reportadas, debidas a la presencia de la Hitt
poliglutaminada (m-Htt) son las siguientes: en primer lugar, se sabe que ocurre un incremento
en la actividad de la transglutaminasa, asi como una la disminucién progresiva de factores
importantes en la supervivencia de las células del estriado, como proteinas dependientes de la
proteina CREB (proteina de union al elemento de respuesta de AMPc); también la liberacion de
neurotransmisores se ve afectada dado que la m-Htt interrumpe de manera fisica el transporte
axonal, y altera la composicion, trafico y funcién de los receptores de glutamato NMDA.
Asimismo, la m-Htt ocasiona una disfuncion en el proteasoma, la cual se piensa que ocurre no
por una inhibicion directa de éste por parte de la m-Htt, sino porque este sistema se hace
incapaz de degradar la vasta carga de proteinas mal plegadas existentes en las células

(Labbadia y Marimoto, 2013; Fernandes y Raymond, 2009; Brouillet et al., 2005). Igualmente,



se sabe que los fragmentos N-terminales producidos por la escision de la m-Htt poseen una
toxicidad mayor a la proteina completa, puesto que estos son mas propensos a agregarse y a
formar inclusiones nucleares, de modo que estos fragmentos N-terminales afectan la
transcripcion de distintos genes mediante la interaccion con importantes mediadores de la
iniciacion de la transcripcion tales como el activador transcripcional Spl, la proteina de unioén a
la caja TATA, las subunidades TAFII130 y RAP30 de los complejos TFIID y TFIIF
respectivamente; y el factor de transcripcion de la caja CAAT, NF-Y (Jimenez-Sanchez y
Rubinsztein, 2015; Labbadia y Marimoto, 2013).

Ademads, se ha reportado que, algunos otros efectos deletéreos de la m-Htt se encuentran
estrechamente relacionados con defectos mitocondriales. Por ejemplo, se ha observado que la
m-Htt impide el trafico mitocondrial retrogrado y anterdgrado a lo largo de los axones, lo cual
provoca una interrupcion del mantenimiento mitocondrial y una diminucién en la deposicién de
mitocondrias en sitios de gran demanda energética, tales como la sinapsis (Orr et al., 2008).
Otro efecto de la m-Htt es la desregulacién de genes mediados por el co-activador de PPAR, el
peroxisoma proliferador activado del receptor-y co-activador 1a (PGC-1a), los cuales regulan la
biogénesis mitocondrial (Labbadia y Marimoto, 2013). También se sabe que la interaccion entre
la m-Htt con la mitocondria induce a una reduccion en el potencial de membrana de dicho
organulo de modo que se ve reducida la actividad de la mitocondria en la regulacion del Ca**
intracelular (Brouillet, 2014); otro efecto de la interaccion entre la m-Htt y mitocondria (de
manera especifica, con la membrana interna mitocondrial), es la disfuncion de los complejos Il y
lll de la cadena trasportadora de electrones, lo cual conduciria a una disminucién en el ATP
intracelular y a una mayor produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) (Labbadia y Marimoto, 2013).

Cabe sefialar, que ademas de la interaccién entre la m-Htt con la mitocondria, existe mas
evidencia que ha permitido resaltar el importante papel que desempefian el dafio oxidativo y la
disfuncion mitocondrial en el desarrollo de la EH. Por ejemplo, en estudios post-mortem se ha
reportado que en el ndcleo caudado de pacientes con la EH ocurre una disminucién en
actividad de los complejos IlI, Il y IV de la cadena respiratoria mitocondrial (Herndndez-
Echeagaray et al., 2012; Brouillet et al.,, 2005); aunado a esto, Benchoua et al. (2006)
encontraron una reduccion en dos componentes importantes del complejo mitocondrial 1I: las

subunidades hierro-azufre (Ip) y FAD; motivo por el cual, sugieren que los defectos en el
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complejo Il mitocondrial, son determinantes en la muerte de neuronas estriatales en pacientes
de la EH.

1.2.1. Modelo Farmacolo6gico de la EH
Para el estudio de los mecanismos involucrados con el desarrollo de la EH, se ha hecho uso de

diferentes modelos, los cuales se pueden subdividir en modelos transgénicos y farmacologicos.
El primer grupo engloba a los organismos (generalmente ratones), que expresan fragmentos N-
terminales de m-Htt de diferentes tamafios; el gen humano Hd mutado completo y los modelos
knock-in, en los que se inserta una expansion del triplete CAG en el gen homdlogo de la EH en
ratones; mientras que el segundo grupo consiste en la aplicacion de diferentes compuestos que
imiten fenotipicamente la sintomatologia de la EH, entre ellos se encuentran el 4cido kainico, el
acido iboténico, el acido quinolinico (AQ) (analogos de glutamato) y el &cido 3-nitropropiénico
(3-NP) (Brouillet et al., 2005).

En el caso particular del 3-NP, este compuesto comenz6 a ser considerado un modelo
fenotipico de la EH, tras el descubrimiento de que su ingesta accidental ocasiona degeneracion
estriatal (Brouillet, 2014; Hernandez-Echeagaray et al., 2012), y su uso ha permitido dilucidar
algunos de los mecanismos de degeneracion neuronal ligados dicha enfermedad; siendo los
defectos energéticos, la excitotoxicidad secundaria y el estrés oxidativo, los principales
mecanismos asociados al dafio producido por el 3-NP en modelos murinos (Damiano et al.,
2010; Brouillet et al., 2005).

El 3-NP actla inhibiendo a la enzima succinato deshidrogenasa (SDH; figura 3), esto debido a
su similitud estructural con el succinato, de modo que el 3-NP, ocupa el sitio catalitico de la
enzima. La SDH es el principal constituyente del complejo Il de la cadena transportadora de
electrones y del ciclo de Krebs (Brouillet et al., 2005), y se encarga de la oxidacion de succinato
a fumarato, por lo tanto, su inhibicién conlleva a la reduccion de los niveles de ATP, a una
disminucion del potencial de membrana mitocondrial y a una redistribucién del citocromo ¢
(Tunez y Santamaria, 2009; Brouillet et al., 2005).

En modelos murinos, diferentes estudios sefialan que la inyeccién cronica de 3-NP produce
alteraciones motoras, las cuales siguen un patrén de desarrollo particular (Borlogan et al., 1995;
Hamilton y Gould, 1987), en el cual se pueden distinguir al menos dos etapas: la primera,
ocurre durante los primeros dias de tratamiento y en ésta los organismos presentan

hiperactividad (con una marcha descoordinada y movimientos de balanceo); mientras que
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durante la segunda etapa los organismos presentan hipoactividad. Lo anteriormente
mencionado sustenta la idea de que el 3-NP imita la progresién de las alteraciones motoras de
la EH.

Algunas otras alteraciones inducidas por la intoxicacion con 3-NP incluyen: la activacion de la
respuesta inflamatoria a través del incremento en los niveles de la interleucina-6 (IL-6) y del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), asi como de la caspasa-3 (Kumar et al., 2011) un
indicador de la muerte por apoptosis. En el trabajo elaborado por Rodriguez et al. (2010) se
encontré que el 3-NP produce vacuolizacion, lo cual podria indicar algun tipo de autofagia; y
conjuntamente se observé una disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes como:
catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX) y superdxido dismutasa (SOD). Se sabe ademas,
que el 3-NP produce una alteracion en la expresion de neurotrofinas; en el caso particular del
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), se ha visto que la
expresion de los niveles del mMRNA de dicho factor se ven incrementados tras la administracion
del 3-NP (Revisado en Wu et al., 2010); no obstante en el trabajo elaborado por Espindola et al.
(2012), se reporé una disminucion significativa en la expresion del mRNA de BDNF en el
estriado de ratones.

Finalmente, se ha visto que el 3-NP puede producir alteraciones en la transmision sinaptica, de
modo que la intoxicacidon con esta neurotoxina provoca un cambio en la excitabilidad de las
NEMSs, asi como también altera la morfologia de dichas neuronas, reduciendo la longitud
dendritica y el nimero de espinas dendriticas presentes en las NEMs del nucleo estriado
(Mendoza et al. 2014).
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Figura 3. Alteraciones intracelulares producidas por el 3-NP. Al generar la inhibiciéon de la SDH, el 3-NP
provoca una disminucién de los niveles de ATP y en el potencial de membrana mitocondrial (mAW).
Ademas, esta neurotoxina provoca una mayor susceptibilidad de las neuronas al glutamato: debido a una
disminucién en el potencial de membrana celular, se libera el Mg2+ presente en el poro de los receptores
NMDA dependientes de voltaje (NMDA-R). La activacion de estos receptores conduce a la entrada
masiva de Ca*" al citoplasma y a la activacion de enzimas dependientes de calcio, tales como calpainas y
la oxido nitrico sintasa (NOS). En conjunto, estos eventos conducen a la muerte celular, ya sea por
apoptosis o por necrosis. CTE: cadena transportadora de electrones; ROS: especies ractivas de oxigeno;
RNS: especies reactivas de nitrdgeno; LDH: lactato deshidrogenasa (Modificado de Tunéz et al., 2010).

1.3. Transmisidn sinaptica
Las neuronas establecen sitios especializados de contacto unas con otras, conocidos como

sinapsis, estos sitios permiten que exista una comunicacion entre estas células, dando como
resultado un proceso de transmision de informacién fundamental para las funciones

neuronales: la transmision sinptica (Purves et al., 2004; Bear et al., 2007).
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Con base en su mecanismo de transmision, existen dos tipos de sinapsis: eléctrica y quimica.
Por una parte, la sinapsis eléctrica permite la propagacion rapida de sefiales despolarizantes
(Kandel et al., 2013), esto es posible debido a la proximidad entre las neuronas pre- y
postsinaptica, las cuales poseen en su membrana uniones gap. Dichas uniones poseen canales
que se encuentran alineados, de tal modo que se forman poros a través de los cuales ocurre el
flujo de la corriente idnica entre ambas células (Purves et al., 2004). Por otra parte se encuentra
la sinapsis quimica, que a diferencia de la sinapsis eléctrica, el espacio entre las neuronas pre-
y postsinaptica es mayor (conocido como hendidura sinaptica) y se encuentra mediada por la
accion de neurotransmisores. Estos neurotransmisores son liberados tras la llegada de un
potencial de accién a la terminal presinaptica, en la cual se produce la apertura de canales de
Ca?" dependientes de voltaje; esto a su vez promueve el incremento del flujo de dicho ion al
interior de la terminal presinaptica, promoviendo asi la fusiébn de vesiculas sinapticas con la
membrana. Una vez que ocurre el proceso de liberacién de neurotransmisor, este difunde a
través de la hendidura singptica y se une a receptores especificos en la membrana
postsinaptica; la unién del neurotransmisor a estos receptores provoca cambios en el flujo
ibnico en las células postsinapticas, a través de la apertura o cierre de canales (Kandel et al.,
2013; Purves et al. 2004).

1.3.1. Modulacion sinaptica
La modulacion sindptica o neuromodulacion se define como la habilidad de las neuronas de

alterar sus propiedades eléctricas en respuesta a cambios bioguimicos intracelulares que
resultan de la estimulacién sinaptica u hormonal. Esta habilidad es sumamente importante
puesto que permite la reconfiguraciébn de circuitos neuronales, lo cual es esencial para la

adaptabilidad de sistema nervioso (Nadim y Bucher, 2014; Kaczmarek y Levitan, 1987).

La neuromodulacion se encuentra mediada por una gran variedad de sustancias conocidas
como neuromoduladores (que incluyen pequefias moléculas transmisoras, aminas biogénicas,
neuropéptidos, entre otras), cuyos efectos y liberacion difieren de la transmision sinaptica rapida
(Nadim y Bucher, 2014). A diferencia de los neurotransmisores, los cuales ejercen un efecto
breve y rapido sobre la membrana postsinaptica, los neuromoduladores poseen un efecto mas
lento y duradero mediante el aumento, prolongacién, inhibicién o limitacion del efecto del

neurotransmisor (Snell, 2007; Cooper et al., 2003; Hasselmo, 1995).
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Los mecanismos mediante los cuales los neuromoduladores actian son diversos, y pueden
dividirse en dos tipos principales: presinapticos y postsinapticos. Por un lado, la modulacion
presindptica tiene como consecuencia un cambio en la liberacion de neurotransmisor; dicho
cambio puede deberse a la activacion de receptores en la neurona presinptica que propicien
modificaciones en la frecuencia de disparo de dicha neurona, en las conductancias iénicas de la
terminal sinaptica, o bien, en el transporte, recaptura, sintesis, almacenamiento, liberacion o
catabolismo de un neurotransmisor y/o sus precursores. Por otra parte, en la modulacion
postsinaptica el efecto final es un cambio en el patron de disparo de la neurona postsinaptica de
manera independiente de la liberacion de neurotransmisor; éste tipo de modulacion propicia
modificaciones en las conductancias iénicas, cambios a largo plazo en el nUmero de receptores
gue se encuentran en la neurona postsinaptica o en la afinidad de estos receptores a sus
ligandos (Nadim y Bucher, 2014: Cooper et al., 2003).

1.4. Factores neurotréficos/Neurotrofinas
Por definicion, los factores neurotréficos pueden entenderse como aquellos factores secretados

que posean un efecto de mantenimiento en las neuronas. En este grupo se incluyen
polipéptidos como el factor neurotrofico ciliar, el factor neurotréfico derivado de la linea de
células gliales (GDNF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (FGF), asi como algunas proteinas entre las que se incluyen
el factor de crecimiento transformante beta (TGF(-1) y Sonic hedgehog (Lewin y Carter, 2014;
Skaper, 2008).

Dentro de la amplia variedad de factores neurotréficos, se encuentran las neurotrofinas; estas
constituyen un grupo de péptidos estructuralmente similares que en mamiferos, incluyen a NGF,
BDNF, NT-3 y NT-4/5 (Lewin y Carter, 2014). En el sistema nervioso, se sabe que las
neurotrofinas participan en procesos como: la supervivencia neuronal, el crecimiento y
orientacion axonal y dendritico; la regulacion en la estructura y conexiones sinapticas, la
liberacion de neurotransmisores y la plasticidad sinaptica (Chao, 2003); ademas se sabe que
para el desarrollo de determinadas poblaciones neuronales es necesaria la accion de mdaltiples

neurotrofinas y la expresion coordinada de sus receptores especificos (Skaper, 2008).

En células neuronales, la sintesis proteica de las neurotrofinas se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmico rugoso, dando como productos formas inmaduras o pro-neurotrofinas (que se

conforman por una secuencia sefial, un prodominio y la secuencia de la proteina madura).
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Estas Ultimas, se almacenan en vesiculas secretoras y son procesadas por proteasas de la
familia de la proproteina convertasa para convertirlas a su forma madura. Es importante
mencionar que las proneurotrofinas pueden ser co-secretedas con sus formas maduras y

poseer actividad biologica (Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008).

Tras su maduracién en las vesiculas secretoras, las neurotrofinas se asocian de manera no
covalente en homodimeros de aproximadamente 13 kDa, donde cada subunidad posee una
cadena principal, la cual consiste en dos pares de laminas 3 antiparalelas que generan una
forma alargada y se estabilizan por un nudo de cisteina formado por tres puentes disulfuro
(Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008). En cuanto a su secrecion en neuronas, esta ocurre de
manera similar a la de los neuropéptidos, de modo que las neurotrofinas son empaquetadas en
vesiculas de ndcleo denso que se transportan de manera anterégrada a los axones y se
secretan en la terminal axdnica. Asimismo, dicha secrecién ocurre por dos vias: en el caso de
NGF, NT-3 y NT-4/5 lo hace a través de la via constitutiva, mientras que BDNF se secreta a

través de la via regulada (Lewin y Carter, 2014).

1.4.1. Receptores a neurotrofinas
Las neurotrofinas ejercen sus efectos a través de la interaccion con dos tipos de receptores

transmembranales: el receptor a neurotrofinas p75 (p75"'"

(Trk) (figura 4; Skaper. 2008).

) v los receptores tirosina-cinasa

El primero de estos, p75"'"

, pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF),
cuya estructura consiste en dominio extracelular con 4 motivos ricos en cisteina, un dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico. Se sabe que las cuatro neurotrofinas se unen con
la misma afinidad a éste receptor; de igual manera, existe evidencia de que las formas
inmaduras de estan neurotrofinas se unen a p75"'" con alta afinidad promoviendo via

apoptotica mediada por el receptor (Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008, Roux y Barker, 2002).

En cuanto a los receptores Trk, estos son proteinas integrales de membrana compuestas de
tres dominios: uno extracelular, uno transmembranal y uno citoplasmético. Por un lado, el
dominio extracelular, que actia como el sitio de unién al ligando, consiste en un grupo rico en
cisteina, seguido por tres repeticiones ricas en leucina y dos dominios C2 similares a
inmunoglobulina; siendo el segundo dominio similar a Ig la principal regién de unién de las

neurotrofinas. Por otro lado, el dominio transmembranal de los receptores Trk termina en un
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dominio citoplasmatico, éste ultimo contiene un dominio de tirosina cinasa, el cual se encuentra
rodeado de residuos de tirosina que actlan como sitios de acoplamiento para proteinas
adaptadoras y enzimas (Kandel et al. 2013; Skaper, 2008; Lewin y Carter, 2014).

Existen tres tipos de receptores tirosina cinasa: TrkA, TrkB y TrkC; cada uno de estos posee
alta afinidad por cada una de las diferentes neurotrofinas, de modo que NGF se une al receptor

TrkA, BDNF y NT-4/5 al TrkB, y NT-3 al TrkC; no obstante, NT-3 puede interactuar también, con
menor especificidad, con TrkA 'y TrkB (Skaper, 2008).

Es importante mencionar que aunque los receptores p75"'" y Trk actan de manera
independiente, se tiene evidencia de que existe una interaccion fisica y funcional entre ambos.
Por un lado, se ha observado que en neuronas que expresan ambos tipos de receptores, estos
pueden alterar las propiedades de sefializacion el uno del otro (Lewin y Carter, 2014); mientras
que, por otro lado, se tiene la perspectiva de un posible efecto alostérico del p75"'™® sobre los

receptores Trk, de modo que p75"'" puede incrementar la afinidad de los diferentes tipos de
receptores Trk con las neurotrofinas (Roux y Barker, 2002).

i NGF NT-3 BDNF NT-4
i\ f\ AT l/_\‘ -..-..“.>_\/
CR1( | C1y/ c1i ) c1 )
X =E LRR1-3 =E LRR1-3 = LRR1-3
cr2( ) = = =
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p75NTR TrkA TrkC TrkB

Figura 4. Receptores a neurotrofinas. Todas la neurotrofinas se unen con la misma afinidad al receptor
p75, sin embargo las neurotrofinas muestran cierta especificidad en su interaccién con los receptores Trk:
NGF se une a TrkA, BDNF y NT-4/5 unen TrkB y NT-3 se une a TrkC. Existe la posibilidad de que NT-3

interactue con los receptores TrkA y TrkB, aunque con menos afinidad. CR1-CR4: motivos ricos en
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cisteina; C1 y C2: sitios ricos en cisteina; LRR1-3: sitios ricos en leucina; Igl e Ig2: dominios similares a

inmunoglobulina (Modificado de Skaper, 2008).

1.4.2. Vias de sefializacién activadas por neurotrofinas
Las neurotrofinas, al interactuar con los receptores Trk, ocasionan la dimerizacion de los

mismos, produciendo su activacion y la subsecuente fosforilacién de residuos especificos de
tirosina, esto a su vez crea sitios de union para proteinas efectoras que inician la activacion de
vias de sefializacion intracelular (Kandel et al. 2013; Lewin y Carter, 2014). Las principales vias
de sefializacién activadas por los receptores Trk son: MEK/ERK, PI3K/AKT y PLC-y/PKC
(figura 5); la activacion de estas vias se involucra no solo con la supervivencia celular, sino
también, con mecanismos moleculares subyacentes al crecimiento y arborizacién neuronal, asi

como al fortalecimiento de la transmisién sinaptica (Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008).
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Figura 5. Vias de sefializaciéon activadas por neurotrofinas. La unién de las neurotrofinas (ligando) con
sus receptores p75 y Trk desencadena la activacion de diferentes vias de sefializacién. En el caso de la
activacion del receptor p75, se promueve la sefializacion de NF-kB (factor nuclear kB) y la quinasa N-
terminal Jun (INK), asi como también modula la actividad de RhoA; los efectos de la activacion de las
vias mediadas por p75""" incluyen la apoptosis, la supervivencia celular, elongacién de neuritas y el

arresto del ciclo celular. Por otra parte la activacion de los receptores Trk induce la activacion de vias
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como: MEK/ERK, PI3K/AKT y PLC-y/PKC: estas Ultimas median procesos de diferenciacion y

supervivencia celular (Modificado de Chao, 2003).

1.4.2.1. MEK/ERK
Esta via se asocia principalmente con la diferenciacion celular; su sefializacion se desencadena

tras el reclutamiento de la proteina Shc, que a su vez crea un sitio de unién para las proteinas
Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) y SOS (Son of Seveless). Como consecuencia de
la formacion del complejo Grb2-SOS, ocurre la activacion de Ras. Esta Ultima proteina, estimula
la sefializacion de diferentes cinasas, que como resultado final promueven la activacion de MEK
y ERK, dicha activacion puede conducir al crecimiento axonal local asi como al inicio de los
eventos transcipcionales mediados por CREB (Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008).

1.4.2.2. PI3K/AKT
La sefalizacion de la via de PI3K se encarga de promover funciones tales como la

supervivencia, el crecimiento y la diferenciacion neuronal. Esta via puede activarse de dos
maneras: a través del reclutamiento de Gab-1 (Grb2-associated binder-1) o de la fosforilacion
de sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) del receptor Trk. PI3K activada genera
fosfoinositidos que desencadenan la activacion de dos cinasas: la proteina ribosomica S6-
cinasa p70 y la cinasa de serina/treonina AKT. Esta Ultima cinasa, puede incrementar la
traduccién de proteinas a través de la via de la proteina diana de la rapamicina en mamiferos
(mTOR) y asi promover el crecimiento axonal; o bien inhibir al factor de transcripcion forkhead
FKHRL1, que regula la expresion de genes pro-apoptéticos, promoviendo la supervivencia
neuronal (Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008).

1.4.2.3. PLCy1/PKC
Esta via se desencadena mediante el reclutamiento de PLC-y1 a un sitio de acoplamiento en el

receptor Trk. Una vez que se activa a PLC-y, esta hidroliza al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato en
diacilglicerol (DAG) e inositol tri-fosfato (IP3). El IP3 conduce a la liberacién de las reservas de
Ca”" intracelulares, que a su vez activa enzimas dependientes de Ca®* como las CaM cinasas y
la calcineurina fosfatasa. Ademas, la liberacion de Ca* y la produccién de DAG promueven la
activacion de la proteina cinasa C (PKC). La via de PLC-y1 se ha asociado a la actividad de los
receptores TrkB en la modulacion de la transmision sinaptica y en la potenciacion a largo plazo
(Lewin y Carter, 2014; Skaper, 2008).
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1.4.3. Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
La neurotrofina BDNF, ha sido estudiada debido a que posee una importante participacion en la

funcién sinaptica; su expresion es abundante en el sistema nervioso central en desarrollo y
maduro, asi como también en tejidos periféricos (musculo, higado y tejido adiposo) (Noble et al.,
2011). De manera patrticular, en el SNC, el mRNA de BDNF se expresa principalmente en la
corteza cerebral e hipocampo, y en menor medida en el septum, hipotalamo y en los ndcleos
adrenérgicos del tronco cerebral; sin embargo, la forma madura de la neurotrofina se ha
reportado en regiones como el prosencéfalo basal, el nucleo estriado, el tronco encefalico y el
cerebelo (Bodai y Marsh, 2012; Tapia-Arancibia et al., 2004).

Esta neurotrofina colocaliza con su receptor TrkB, y su participacion en la funcion sinaptica esta
ligada a la formacion, la estabilidad y la morfologia de las sinapsis, asi como también se ha
destacado su participacion en la potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo y en la
corteza visual. Los mecanismos mediante los cuales BDNF modula la actividad sindptica
pueden ser presindpticos o postsinapticos, tanto en sinapsis glutamatérgicas, como en las
GABAérgicas (Carvalho et al.,, 2008). Ademas, se sabe que esta neurotrofina contribuye en
gran medida a la supervivencia de las neuronas estriatales, sin embargo, es importante resaltar
gue su sintesis ocurre en neuronas corticales, desde las cuales es transportada al nucleo

estriado a través de vesiculas mediante transporte axonal (Damiano et al., 2010).

La secrecion de BDNF, a diferencia del resto de las neurotrofinas, ocurre por la via regulada. Se
ha reportado que esto sucede debido a la actividad de una proteina convertasa llamada furina,
el procesamiento de esta enzima dirige al resto de las neurotrofinas a ser secretadas por la via
constitutiva, sin embargo, en la red trans-Golgi, BDNF es menos susceptible a la escision por
dicha convertasa (Al-Qudah y Al-Dwairi, 2016; Lu, 2003). Aunado a esto, en la secrecion de
BDNF el Ca® juega un papel muy importante, ejemplo de esto es la secrecién de esta
neurotrofina mediada por glutamato a través de sus receptores metabotrépicos e ionotrépicos.
En el caso de la secreciobn mediada por receptores metabotropicos, estos al activarse inducen
la generacion de IP3 el cual activa canales de Ca?* en el reticulo endoplasmico, provocando un
incremento en el Ca?* citoplasmatico y eventualmente a la liberacién de BDNF. Mientras que, la
liberacion de BDNF mediada por receptores ionotrépicos, ocurre a través de la activacion de los
receptores AMPA, la cual produce el flujo de Ca** a través de los canales de calcio activados

por voltaje (Revisado en: Al-Qudah y Al-Dwairi, 2016).
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1.4.3.1. Papel y/o alteraciones de BDNF en la EH y en el modelo farmacologico de la EH
Algunas de las posibles causas que se han atribuido a la degeneracion selectiva de las NEMs

estriatales en la EH es debido a la reduccién de los niveles de BDNF en la corteza cerebral y
estriado observados tanto en pacientes, como en modelos murinos transgénicos de la EH
(Bodai y Marsh, 2012; Damiano et al., 2010). En condiciones normales, la Htt regula la
transcripcién y tréfico intracelular de BDNF, de modo que al encontrarse poliglutaminada, la m-

Htt afecta la produccion y sefializacion de la neurotrofina (Bodai y Marsh, 2012).

En el modelo farmacoldgico de la EH, utilizando el 3-NP, BDNF también muestra alteraciones.
En cuanto a la expresion de la neurotrofina, mientras que la inyeccion intraestriatal con 3-NP
provoca un incremento en el mMRNA de BDNF en la corteza cerebral, la intoxicacion sistémica
por 3-NP provoca una disminucion en la expresién del mRNA de BDNF (Espindola et al., 2012;
Wu et al.,2010). Por otra parte, en cuanto a la transmisién sinaptica, se ha visto que en tejido
proveniente de ratones tratados con 3-NP, se reduce la actividad modulatoria de la neurotrofina
(Mendoza et al., 2014).

La importancia BDNF en la EH y en el modelo del 3-NP no radica Gnicamente en la disminucién
de dicho factor neurotréfico, sino también en la idea de que el incremento y/o mantenimiento de
los niveles de BDNF en corteza cerebral y ndcleo estriado puede prevenir la neurodegeneracion
estriatal. Sin embargo existe una limitacion importante, ya que se ha demostrado que la
administracién oral o sistémica de BDNF resulta inadecuada, debido a que la neurotrofina se
descompone por enzimas digestivas y no puede cruzar la barrera hematoencefalica (Begni,
Riva y Cattaneo, 2016).

1.5. Antioxidantes
En los ultimos afos, la investigacién sobre el tratamiento y prevencion de algunas patologias ha

enfocado su atencién al uso de moléculas antioxidantes presentes en distintos alimentos, esto
debido a la asociacién existente entre el consumo de alimentos y bebidas ricas en antioxidantes
y la prevencion de enfermedades (Scalbert et al., 2002). Una de estas moléculas antioxidantes
es el acido caféico (AC). A continuacion se mostrard informacion precisa acerca de éste
compuesto y del amplio espectro de actividades que le son atribuidas en algunos procesos

patolégicos del sistema nervioso.
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1.5.1. Acido caféico
El AC (figura 6) es un compuesto fendlico perteneciente al grupo de los acidos hidroxicinamicos.

Su alta prevalencia en alimentos como frutas, vegetales y condimentos; y en bebidas como el
café, el vino y el té, lo convierte en el compuesto mas abundante en la dieta humana. Este
compuesto predomina en la forma de conjugados de éster, él mas comun de estos es el acido
clorogénico (CGA) (un conjugado de AC y acido quinico); sin embargo se tiene evidencia de
que en la digestion el CGA puede hidrolizarse y dar como resultado una mayor absorcion de AC
(Leopoldini, 2011; IARC, 1993).

O
A OH

HO
OH

Figura 6. Estructura quimica del acido caféico (AC) o acido 3,4-dihidroxicindmico. Imagen obtenida de

Sigma Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c0625?lang=es&region=MX).

Diferentes grupos de investigacion han indagado sobre el efecto del AC en diferentes
patologias, y se ha llegado a la conclusiéon que, aunado a su actividad antioxidante, el AC posee
propiedades biolégicas y farmacoldgicas, como: antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas,
inmunomodulatorias y neuroprotectoras (Leopoldini, 2011). Esta udltima propiedad se le ha
atribuido dado que se ha demostrado que, tras la suplementacion alimentaria con AC en
ratones, el contenido de este metabolito se ve incrementado en tejido cerebral, lo cual
significaria que el AC puede atravesar la barrera hematoencefélica tras su ingesta oral (Tsai et
al., 2011).

Por una parte, la actividad neuroprotectora del AC se le ha atribuido en gran medida a su
actividad antioxidante, esto debido a que en diferentes modelos de depresion, estrés, isquemia
cerebral y neurodegeneracion, en los cuales se ha observado un incremento en marcadores de

estrés oxidativo y nitrosativo, el tratamiento con AC actla disminuyendo los niveles de
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malondialdehido (MDA, un indicador de la peroxidacion lipidica), suprimiendo la produccién de
oxido nitrico (NO) y ademas, incrementando los niveles y actividad de diferentes sistemas de
defensa antioxidante como SOD, glutatiéon (GSH) y CAT (Taram et al., 2016; Wang et al., 2016;
Mallik et al., 2016; Luo et al., 2016; Gul et al., 2016; Deshmukh et al., 2006; Kim et al., 2015;
Oboh et al., 2013; Tsai et al.,, 2011; Kalonia et al., 2009). Cabe mencionar que la actividad
antioxidante del AC, no se limita a la proteccion del tejido cerebral, sino también lo hace en

diferentes érganos como rifion e higado (Kim et al., 2015).

Por otra parte, la actividad antiinflamatoria del AC se ha asociado también a la neuroproteccion
ejercida por este compuesto; por ejemplo, en dos modelos in vivo diferentes, uno de la
Enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2016) y otro de depresién inducida con lipopolisacarido
(LPS) (Mallik et al., 2016); se encontr6 que el AC protegié a los organismos del deterioro
cognitivo y las alteraciones locomotoras (derivadas de cada modelo respectivamente), mediante
la disminucién de los niveles de citocinas inflamatorias como IL-6 y TNF-a. No obstante, Tsai et
al. (2011) reportan que en un modelo de la Enfermedad de Parkinson, el AC disminuye no sélo
los niveles de IL-6 y TNF-qa, sino también de otras citocinas como la interleucina-1beta (IL-1(),
la interleucina-4 (IL-4) y la interleucina-10 (IL-10). Se ha considerado que los efectos del AC en
la respuesta inflamatoria son debidos a que este compuesto actla inhibiendo a la enzima 5-
lipooxigenasa (5-LO) (Liang et al., 2015). De acuerdo por los resultados obtenidos por Luo et al.
(2016); el AC actua de manera similar al bloqueo de la expresion de 5-LO en la reduccion de los
niveles de citoquinas inflamatorias en un modelo de estrés leve crénico (CUMS, por sus siglas

en inglés) en ratas.

En contraste con lo anterior, la interaccion entre el AC y la 5-LO ha mostrado ser importante no
s6lo en la regulaciéon de la respuesta inflamatoria, sino también en la transcripcién de BDNF. En
un estudio elaborado por Takeda et al. (2006) se observé que el AC atenua la disminucion en la
expresion de mMRNA de BDNF en la corteza frontal de ratones sometidos a la prueba de nado
forzado; sin embargo, en ratones que no expresan la 5-LO, el AC no mitig6 la disminucién en la

transcripcién del mRNA de la neurotrofina (Dzitoyeva et al., 2008).

Otro efecto importante reportado para el AC es su actividad inhibitoria en la actividad de las
enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BChE) (Oboh et al., 2013). Deshmukh
et al. (2016) reportaron que el AC atenla las alteraciones ocasionadas por la administracion

intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) en ratas previniendo la hipofuncion
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colinérgica, mediante la disminucion de la actividad de la AChE. Ademas del efecto del AC
sobre la actividad de enzimas del sistema colinérgico, Akomolafe et al. (2017) encontraron que
el AC posee un efecto inhibitorio sobre enzimas de los sistemas monoaminérgico y purinérgico,
tales como la monoamino oxidasa (MAO-A), E-NTPDasa y ecto-5'-nucleotidasa; para estas dos
Ultimas enzimas, los autores sugieren que la inhibicion ejercida por el AC puede estar
fuertemente asociada a la actividad de este metabolito como quelante de Fe** y Cu®*.

Finalmente, cabe mencionar que el efecto neuroprotector del AC y su derivado el acido caféico
fenetil éster (CAPE, por sus siglas en inglés) ha sido escasamente explorado en modelos de la
EH. Por un lado, Bak et al. (2016) disefiaron un protocolo para investigar el efecto
neuroprotector in vivo del CAPE ante la toxicidad estriatal inducida por la administracion
sistémica de 3-NP; en dicho estudio el CAPE al previno las alteraciones motoras provocadas
por el 3-NP, y redujo los marcadores de astrogliosis y de activacién de microglia/macréfagos en
el estriado de ratones tratados con 3-NP. Por otro lado, Kalonia et al. (2009) reportdé que ante la
administracién instraestriatal del acido quinolonico (AQ, también considerado un modelo
farmacologico de la EH), el tratamiento con AC, disminuyl las alteraciones histologicas en
células estriatales y en la actividad enzimatica de los complejos I, Il y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial, provocadas por el 3-NP.
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2. JUSTIFICACION
En la actualidad alin no se cuenta con un tratamiento establecido para retrasar el inicio o

prevenir la progresién de la EH, Unicamente se recurre al tratamiento de los sintomas de la
enfermedad, sin embargo, a pesar de que en algunos casos este tratamiento sintomatico puede
ayudar al paciente a adaptarse a los cambios en sus capacidades durante un cierto periodo de
tiempo, existe una alta probabilidad de que algunos medicamentos que resulten Utiles para
mejorar algunos sintomas, provoquen efectos secundarios que empeoren otros sintomas.
(Mayo Clinic Staff, 2018; Frank, 2014). Debido a lo anterior, resulta de suma importancia el
desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan prevenir y/o atenuar las alteraciones
producidas en la EH. Un punto clave en el desarrollo de dichas estrategias terapéuticas
comprende el periodo pre sintomatico de la enfermedad, ya que se sabe que durante éste, a

pesar de no existir muerte neuronal, si ocurre una disfuncion neuronal (Ross y Tabrizi, 2011).

El uso del 3-NP como modelo farmacoldgico ha resultado de gran utilidad para el entendimiento
de los mecanismos patologicos relacionados con la EH, entre los que destacan el déficit
energético, los defectos mitocondriales y el dafio oxidativo. En experimentos in vivo, el dafio
causado por esta neurotoxina dependera en gran medida de la concentracion y duracién de los
tratamientos, y se ha demostrado que dosis bajas (15 mg/kg) durante un periodo subcrénico (5
dias) son suficientes para producir dafios histopatolégicos y en la transmision sindptica, que
mimeticen los estadios tempranos de la enfermedad (Mendoza et al., 2014; Rodriguez et al.,
2010).

El acido caféico (AC) debido a su amplio espectro de propiedades biolégicas y farmacolégicas,
(antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas, inmunomodulatorias y neuroprotectoras), ofrece
una de las posibles alternativas terapéuticas para el tratamiento y prevencién de procesos
degenerativos del sistema nervioso asociados al dafio oxidativo, el cual se ha demostrado que

ocurre en la EH y en animales usados en el modelo farmacoldgico del 3-NP.
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3. HIPOTESIS
Si el dafio oxidativo se encuentra asociado a la degeneracion inducida por el 3-NP, entonces, el

tratamiento in vivo con antioxidante como el AC, podria contribuir a prevenir el dafio estriatal
generado por la neurotoxina, asi como mejorar y/o restaurar la neuromodulacién de BDNF,

incluso a dosis bajas de la neurotrofina en el modelo farmacoldgico del 3-NP.

4. OBJETIVOS
Objetivo General:

Evaluar, el efecto neuroprotector in vivo del 4cido caféico en el modelo de neurodegeneracion

estriatal inducido con el &cido 3-nitropropionico.

Objetivos particulares:

o Determinar si el pre-tratamiento y co-tratamiento con el AC pueden prevenir las
alteraciones provocadas con el 3-NP en la RSP corticoestriatal.

o Determinar si el pre-tratamiento y co-tratamiento con el AC restablecen la actividad
neuromodulatoria de bajas concentraciones BDNF en la via corticoestriatal, ain ante la
intoxicacion con el 3-NP.

o En caso de preservarse la actividad modulatoria de BDNF en los diferentes grupos de

tratamiento con AC, determinar si su efecto es presinaptico o postsinaptico.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Farmacos
Para los tratamientos in vivo se utilizé acido caféico (Sigma Aldrich; Laboratorio de Fitoquimica,
Unidad de Biotecnologia y Prototipos, FES Iztacala, UNAM) y acido 3-nitropropionico (Sigma
Aldrich); ambos compuestos se disolvieron en una solucion de buffer fosfato 0.1 M pH 7.4. La
solucion de &cido caféico utilizada fue preparada minutos previos a su aplicacion, mientras que
la solucién de 3-NP preparada se almacend a una temperatura de 4°C evitando su exposicion

directa a la luz.

Para el registro electrofisiol6gico se utilizé bicuculina (Sigma Aldrich), de la cual se prepar6 una
solucion stock 10 mM en agua bidestilada. La neurotrofina BDNF (PreProtech, Inc) utilizada se
prepar6 en una solucién stock de 10 ug/ml y fue disuelta en una solucion de buffer fosfato

(monobdasico y dibasico) 100 mM preparada con albimina de suero bovino (BSA) al 0.1%.

5.2. Animales y tratamiento
Se utilizaron ratones macho (Harlan, México (ahora Envigo); Bioterio de la FES lIztacala, UNAM)

de la cepa C57BL/6, con una edad de 3 a 4 semanas al inicio de los tratamientos. Durante el
periodo experimental, los animales se alojaron en grupos de 5 organismos en cajas de acrilico
(Plexiglas) a temperatura ambiente (24-26°C) en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12h con libre
acceso a alimentos y agua. Se formaron 5 grupos experimentales, los cuales recibieron via

intraperitoneal los tratamientos indicados en la figura 7:

Control °
3-NP °
= Buffer fosfato (0.1 M)
AC-5 ° = 3-NP (15 mg/kg)
= AC (10 mg/kg)
AC/3NP oo ° ® Sacrificio

Pre-AC/3-NP I I —— °

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo (dias)
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Figura 7. Esquema de tratamientos aplicados a cada uno de los grupos experimentales. Las dosis fueron
administradas via intraperitoneal una vez al dia segun la duracion del tratamiento del grupo
correspondiente. El grupo Control recibié una inyeccién diaria de solucion buffer fosfato 0.1 M (vehiculo)
durante 5 dias. El grupo 3-NP recibio, durante 5 dias, una inyeccion diaria de 3-NP a una concentracion
de 15 mg/kg. El grupo AC-5 recibié una dosis diaria de acido caféico (10 mg/kg) durante un periodo de 5
dias. El grupo AC/3-NP recibié conjuntamente, durante 5 dias, dos inyecciones: la primera de ellas fue de
acido caféico (10 mg/kg) y la segunda de 3-NP (15 mg/kg). Finalmente, el grupo Pre-AC/3-NP recibi6 un
pretratamiento de 5 dias con &cido caféico (10 mg/kg), seguido de 5 dias de aplicacién conjunta de acido
caféico (10 mg/kg) y 3-NP (15 mg/kg).

5.3. Obtencion del tejido cerebral
Dos dias después de la ultima dosis de tratamiento; los ratones fueron anestesiados con éter y

sacrificados por decapitacion. Se extrajo el cerebro de los organismos, y se mantuvo en
solucién salina baja en calcio (130 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM CacCl,, 5 mM MgCl,, 1.25 mM
NaH,PO,, 26 mM NaHCO3; y 10 mM glucosa; pH 7.4), oxigenada (95% O,) y a baja temperatura
(4°C); posteriormente, se retiraron el cerebelo y los bulbos olfatorios; se separaron ambos
hemisferios y se obtuvieron cortes sagitales de 400 micras de grosor en un vibratomo (PELCO,
1000 Plus Sectioning System). Todo el procedimiento de obtencién de rebanadas cerebrales se
realizé en la solucion salina baja en calcio previamente mencionada. Una vez obtenidas las
rebanadas, éstas se mantuvieron en reposo en solucién salina de Krebs (125 mM NaCl, 3 mM
KCl, 2 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, 26 mM NaHCO3, 0.2 mM tiurea, 0.2 mM acido ascérbico, y 10
mM glucosa; pH 7.4), oxigenada al 95% y a temperatura ambiente. Al cabo de 1 a 2 horas, las
rebanadas de cerebro fueron utilizadas para la obtencion de registro electrofisiol6gico (Mendoza
et al., 2014).

5.4. Registro electrofisiolégico
Las rebanadas de cerebro obtenidas se llevaron a una camara de inmersion con flujo constante

de solucion fisiolégica de Krebs (1-1.5 ml/min), oxigenada (95% O, y 5% CO,) y a una
temperatura de 34°C. Todos los experimentos se llevaron a cabo en presencia de bicuculina
(compuesto utilizado para bloquear las respuestas inhibitorias producidas por GABA) a una

concentracion de 10 pM.

Para este proyecto se obtuvieron registros extracelulares, esto significa que se obtuvo la

respuesta de la actividad conjunta y sincronizada de un grupo de células denominado poblacion
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neuronal. Para la obtencidn de estos registros electrofisiolégicos se emplearon dos electrodos.
El primero fue un electrodo de estimulacion bipolar que se colocé en el cuerpo calloso, en la
region dorsal del estriado. El segundo electrodo (elaborado de borosilicato y lleno con la misma
solucion fisiologica de Krebs) se emple6 para registrar las respuestas sinapticas poblacionales
(RSP) en el estriado dorsal.

Las RSP se obtuvieron empleando el protocolo por pulso pareado (PPP) (Apéndice 2). De
manera breve, el PPP consiste en dar dos pulsos de la misma intensidad y duracion, la
separacion entre cada uno de los pulsos fue de 50 ms; este protocolo se utilizd para observar
cambios en la facilitacion sindptica y determinar si la modulacién de BDNF ocurria de manera
presinaptica o postsinaptica. Cabe mencionar que las respuestas a los diferentes estimulos del
PPP se consideraron de la siguiente manera: RSP1 (respuesta sinaptica poblacional al estimulo

1) y RSP2 (respuesta sinptica poblacional al estimulo 2).

De cada registro obtenido se elaboré una curva intensidad-amplitud, esto con la intencién de
conocer la intensidad de estimulaciobn minima necesaria para evocar una RSP, asi como la
amplitud maxima de dicha respuesta. La intensidad de estimulacién aplicada se encontré en un
rango de 10 a 40 V, y una duracién de 80 a 200 uS. Con base en dichos parametros, se
procedieron a grabar las RSP con una intensidad de estimulacion media durante un periodo de

35 a 40 minutos.

5.5. Modulacion de BDNF
Para determinar la actividad neuromodulatoria de la neurotrofina BDNF se realiz6 lo siguiente:

una vez determinada la intensidad de estimulacién y amplitud media de la RSP, se grabaron 10
minutos de control durante los cuales se procur6 que la amplitud media de las RSP se
mantuviera estable. Solo los registros que cumplieron con esta condicion fueron utilizados para
determinar la neuromodulaciéon de BDNF. Transcurridos los 10 minutos de control, se afadi6 al
flujo de solucion fisiolégica de Krebs el BDNF en una concentracion de 20 ng/ml. Los posibles
cambios en la actividad sinaptica poblacional se registraron durante un periodo de 20 a 30

minutos después de la adicion de la neurotrofina al medio.

5.6. Andlisis de los resultados
Los datos obtenidos fueron procesados con los programas Origin 9.1 y SigmaPlot 12.0 para la

realizacion del analisis estadistico. Se compararon tanto la amplitud de la RSP1 (la cual fue
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normalizada al 100% para cada uno de los grupos), como la relacién de pulso pareado (PPR;
Apéndice 2); y se consideraron los primeros y ultimos 10 minutos de cada uno de los

experimentos.

Para la evaluacién de la modulacion de BDNF, a cada grupo se le realizé una prueba de t
pareada, con la intencion de saber si existieron diferencias en la amplitud de RSP1 antes y
después de la adicion de la neurotrofina. La misma prueba se realizé para conocer los posibles

cambios en el PPR bajo las mismas condiciones.
Finalmente, para establecer posibles diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento,

los datos fueron evaluados con las pruebas no paramétricas de Kolmogorov-Smirnov y Kruskal-
Wallis.
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6. RESULTADOS

6.1. La amplitud de la RSP1 varia segun el grupo de tratamiento
Como primer paso, para cada uno de los registros obtenidos, se elaboré una curva intensidad-

amplitud, ésta establece la relacién existente entre la intensidad de estimulacion aplicada y la
magnitud de la RSP evocada. La intencion de obtener estas curvas intensidad-amplitud, fue la
de conocer la intensidad de estimulacion necesaria para obtener la amplitud media de las RSP
y asi poder observar los posibles cambios debidos a la modulacion de BDNF. En la figura 8A se
muestran las curvas intensidad-amplitud obtenidas de los diferentes grupos de tratamiento. En
la mayoria de los grupos (a excepcion de AC-5) la amplitud maxima de la RSP1 se encontr6 a
2X (2 umbral), a pesar de que a dicho umbral la amplitud de la RSP1 del grupo 3-NP tiende a
ser menor en comparacion con el resto de los grupos, éste presentd diferencias estadisticas
Unicamente con el grupo AC-5 (t=4.884, P<0.001; Apéndice 3).

Ademas de las diferencias con el grupo 3-NP, el grupo AC-5 también mostré diferencias
significativas con el resto de los grupos de tratamiento (figura 8); a partir de esto se puede

deducir que el tratamiento sistémico con AC incrementa la amplitud de la respuesta sinaptica.
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Figura 8. Curvas intensidad-amplitud obtenidas de los diferentes grupos de tratamiento. En A) se
observa la amplitud de la RSP1 (uV) obtenida de cada uno de los grupos de tratamiento en funcién de la
intensidad de estimulacion aplicada, esta Ultima se expres6 en multiplos umbral, dénde 1x representa el
voltaje minimo necesario para producir una respuesta. Control (n=5; promediotSEM), 3-NP (n=6;
promediozSEM), AC-5 (n=11; promedio+tSEM), PreAC/3-NP (n=7; promedio+tSEM), y AC/3-NP (n=9;
promedio£SEM). En B) se muestran trazos representativos para el umbral 1x y 2.5x de cada uno de los

grupos de tratamiento, las lineas punteadas indican una comparacién entre la amplitud de las RSP1 del
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grupo Control y el resto de los grupos. * Diferencia significativa con respecto al resto de los grupos
(P<0.050).

6.2. La amplitud de la RSP1 se mantiene estable durante el transcurso de los
experimentos

Para garantizar que los cambios observados en la amplitud de la RSP1 son debidos a un efecto
modulatorio de la neurotrofina (BDNF) y no a cambios propios de las poblaciones neuronales,
se obtuvieron registros control para cada uno de los grupos de tratamiento. Como se observa
en la figura 9A, la respuesta sinptica poblacional se mantuvo estable durante los 30 minutos
en los que se grabaron los registros electrofisioldgicos, de modo que ninguno de los grupos
presento variaciones en la amplitud de la RSP1 durante dicho periodo.

A Figura 9. Registros control de los
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6.3. Modulacion de BDNF en los grupos Control y 3-NP
Previamente, se ha visto que BDNF modula la actividad sindptica corticoestriatal,

incrementando la amplitud de las RSP a una concentracion de 50 ng/ml; y que en tejido de
ratones tratados sistémicamente con 3-NP, se disminuye la actividad neuromodulatoria ejercida
por esta neurotrofina (Mendoza et al., 2014). Para este proyecto se procedio a evaluar si BDNF
ejerce una actividad modulatoria sobre la actividad sinaptica corticoestriatal a una concentracion

menor a la previamente reportada. En el grupo Control se observé que la adicion de la
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neurotrofina a una concentracion de 20 ng/ml produjo un efecto modulatorio diferencial sobre la
respuesta sinaptica corticoestriatal (figura 10A), de modo que en el 57.17% de los experimentos
(Controlp;s) se observd una disminucion en la amplitud de la RSP1, mientras que en el 42.86%
restante (Controlyc) se observé un incremento en la amplitud de la RSP1.

200

100V

BDNF(20 I
150 (20 ng/mi)

% Amplitud RSP1

100

0 10 20 30
Tiempo (min)

Figura 10. Efecto modulatorio diferencial de BDNF (20 ng/ml) sobre la actividad sinaptica corticoestriatal
en el grupo Control. En A) se muestra el curso temporal de la amplitud de la RSP1 normalizada al 100%.
La neurotrofina tuvo un efecto modulatorio diferencial, como se puede observar: en circulos negros se
representa al subgrupo Controlnc; en el cual se observa un incremento en la amplitud de la RSP1, que
corresponde al 42.86% de los experimentos (n=3, promedio£SEM). Mientras que, en circulos blancos se
representa al subgrupo Controlps; en el cual ocurrié una disminucién en la amplitud de la RSP1, que
corresponde al 57.17% de los experimentos elaborados (n=4; promedio£SEM). En B) se muestran trazos
representativos del subgrupo Controlc, €l trazo en negro corresponde a la amplitud de la RSP1 antes de
la adicion de BDNF (t1), el trazo en color corresponde a la amplitud de la RSP1 después de la adicién de
BDNF (t2). En C) se muestran trazos representativos Controlps, el trazo en negro corresponde a la
amplitud de la RSP1 antes de la adicién de BDNF (i1°), el trazo en color corresponde a la amplitud de la
RSP1 después de la adicién de BDNF (t2’).

En el subgrupo Controlys, ocurrid una disminucion en la amplitud de la RSP1 del 7.245%
(0.727%) (promedio+SEM, figura 11A). Dicha disminucion mostré diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con la amplitud de la RSP1 antes de la adicién de la neurotrofina

(t20=9.970, P=<0.001). Por otra parte, en el subgrupo Controlc, se observé un incremento de la
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RSP1 del 25.791% (+1.119%) (promedio£SEM, figura 11B). Para este subgrupo, se encontrd
ademas, que existen diferencias estadisticamente significativas en la amplitud de la RSP1 antes
y después de la aplicacién de BDNF (t;0=-23.054, P=<0.001).

Para conocer si la modulacion de BDNF ocurre de manera pre- o postsinaptica, se evalué la
relacion por pulso pareado (PPR) antes y después de la adicion de BDNF al medio. En ninguno
de los subgrupos del grupo Control se encontr6 un cambio significativo en el PPR (Controlps:
W=2.000, P=0.875; Controlyc: t,=3.526, P=0.072; figura 11C y D); lo cual sugiere que la

modulacion diferencial de BDNF ocurre de manera postsinaptica.

Por otra parte, en el grupo 3-NP se observé que al contrario que en el grupo Control, BDNF (20
ng/ml) no mostr6 una modulacién diferencial, debido a que en el 100% de los experimentos se
observé un incremento en la amplitud de la RSP1 (figura 12A). Dicho incremento fue del
4.060% (£1.058%) (promedio£SEM, figura 12B); y se encontré que existe una diferencia
significativa en la amplitud de la RSP1 tras la adicion de la neurotrofina (t;0=-3.836, P=0.003).
Asimismo, en este grupo se observo que BDNF no provoc6 un cambio significativo en el PPR
después de su adicion al medio (t,=2.195, P=0.093; figura 12C), el cual indicaria que la accion
de BDNF ocurre en la postsinapsis.

La comparacion en la amplitud de la RSP1 entre los diferentes subgrupos del grupo Control y el
grupo 3-NP (Figura 18), después de la administracion de BDNF (20 ng/ml), arroj6 la siguiente
informacion: la disminucibn en la RSP1 observada en el subgrupo Controlps, es
estadisticamente diferente del incremento en la amplitud de la RSP1 observado en el grupo 3-
NP. Asimismo, el incremento de la amplitud de la RSP1 del subgrupo Controlyc fue
estadisticamente diferente del incremento producido por BDNF en el grupo 3-NP en la amplitud
de la RSP1 (H4=40.998, P<0.05, Kruskal-Wallis, Analisis de Varianza de una via) (Apéndice 3)

34



A Controlois B Controline
150+ 150-
*
= * —
E:n 100 E 100 %
3 3 :
3] / 2 o§
£ ~ E - "
5 " - | //
A 777777 (=)
| /7/5 7
/ /
0 ' 0

T T T
Antes BDNF Después BDNF

Antes BDNF Después BDNF
C Controlois D Controlinc
1.8+ 2.0
1.6 1.8
1.4 1.6
o o
[a o
o o
1.2 1 O-===---ssmoTmmTTITTETT ° 144
10+ o--TmEEmssRIII T 12+
==0
0.8 T T T 1.0 T T T
Antes BDNF Después BDNF Antes BDNF Después BDNF

Figura 11. Cambios en la amplitud de la RSP1 y en el PPR en los diferentes subgrupos identificados en
el grupo Control. En A) se observa que en el subgrupo Controlps, ocurrié una disminucion del 7.245%
(x0.727%) en la amplitud de la RSP1 (*P<0.05; n=4; promedio+SEM); en este subgrupo no se observé un
cambio en el PPR, tal como se muestra en C). Por otra parte, en B) se observa que, en el caso del
subgrupo Controlc, la amplitud de la RSP1 incrementé en un 25.791% (+1.119%) (*P<0.05; n=3;
promedio£SEM). En D) se observa que en este Ultimo subgrupo no ocurrid un cambio significativo en el

PPR tras la adicién de la neurotrofina.
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Figura 12. Efecto modulatorio de BDNF (20 ng/ml) en el grupo 3-NP. En A) se muestra el curso de la
amplitud de la RSP1 normalizada al 100% (n=5, promedio£SEM). En a) se muestran trazos
representativos del curso temporal: el trazo en negro corresponde a la amplitud de la RSP1 antes de la
adicion de BDNF (t1) y el trazo en color corresponde a la amplitud de la RSP1 después de la adicion de
BDNF (t2). B) BDNF produjo un incremento significativo (*P=0.003) del 4.060% (+1.058%)
(promedio+SEM). C) La administracion de la neurotrofina no produjo un cambio en el PPR (n=5,
promedio+SEM).
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6.4. Modulacién de BDNF en el grupo AC-5
Los resultados anteriormente presentados demostraron que una dosis de 20 ng/ml de BDNF es

suficiente para producir cambios en la actividad sinptica corticoestriatal tanto en tejido
proveniente de ratones control, como en tejido de ratones tratados con 3-NP. En el presente
trabajo se buscd comprobar si el AC posee un efecto protector ante la intoxicacion con 3-NP,
por tal motivo fue importante determinar si el tratamiento con AC por si sélo producia cambios
en la modulacién ejercida por BDNF a una baja concentracion. En la figura 13A se puede
observar que la neurotrofina BDNF produce un incremento en la amplitud de la RSP1 en el
100% de los experimentos elaborados (n=7), dicho incremento observado fue del
31.063%+3.230% (promedio£SEM), y se encontraron diferencias significativas entre la amplitud
de la RSP1 antes y después de la adicion con la neurotrofina (t;0=-9.617, P=<0.001; figura 13B).

Adicionalmente, el analisis del PPR antes y después de la administracion de BDNF indic6 que
no existe un cambio significativo en relacion entre la amplitud de la RSP2 y la RSP1 (t,=2.311,
P=0.060; figura 13C), esto indicaria que la modulacién de BDNF en el grupo AC-5 ocurre de

manera postsinaptica.

Como se pudo apreciar en la figura 12A, la modulacién en el grupo AC-5, no produjo dos
efectos como en el grupo Control. Sin embargo, si produjo un incremento en la amplitud de la
RSP1, el cual fue significativamente diferente del incremento en el grupo 3-NP, mas no del
aumento observado en el subgrupo Controlyc (Figura 18) (H;=40.998, P<0.05, Kruskal-Wallis,
Andlisis de Varianza de una via, Apéndice 3). Lo anterior podria estar indicando que, el
incremento en la RSP1 en presencia de BDNF tanto en condiciones control, como en el
tratamiento sistémico con AC es similar, sin embargo, en comparacion con el grupo 3-NP, el AC

por si solo incrementa la modulacion de BDNF a una baja concentracion.
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Figura 13. Modulacion de BDNF (20 ng/ml) sobre la actividad sinaptica corticoestriatal en el grupo AC-5.
En A) se muestra el curso temporal de la amplitud de la RSP1 normalizada al 100%, (n=7,
promedioxSEM). En a) se muestran trazos representativos obtenidos del curso temporal, donde: el trazo
en negro corresponde a la amplitud de la RSP1 antes de la administracion de BDNF (t1), el trazo en color
corresponde a la amplitud de la RSP1 después de la administracion de la neurotrofina (t2). En B) se
puede apreciar que BDNF produjo un incremento significativo en la amplitud de la RSP1 en presencia de
BDNF (P<0.001; n=7, promediotSEM). En C) se muestra el PPR antes y después de la adicion de la

neurotrofina (promedioxSEM). # denota que el andlisis estadistico arrojé que a pesar de que no existen
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diferencias significativas (P=0.060), la media muestral del PPR antes de la adicién de la BDNF es mayor
que la media muestral del PPR en presencia de la neurotrofina en una cantidad mayor que la esperada
por casualidad.

6.5. Modulacién de BDNF en los grupos de pretratamiento con AC (PreAC/3-NP) y de co-
tratamiento con AC y 3-NP (AC/3-NP)
Al conocer que la modulacion de la neurotrofina BDNF a una concentracion baja (20 ng/ml)

parece incrementar en tejido de ratones tratados Unicamente con AC, se propusieron dos
esquemas de tratamiento con el fin de averiguar si el AC mejora o restablece la modulacion in

vitro de BDNF aun bajas concentraciones de la neurotrofina.

En el caso del pretratamiento con AC seguido de la aplicacidn conjunta del antioxidante con la
neurotoxina 3-NP (grupo PreAC/3-NP), se observd que BDNF ejerci6 un efecto modulatorio
diferencial tal como se muestra en la figura 14A; el primer subgrupo considerado PreAC/3-
NPc, representa el 63.64% de los experimentos (n=7), en éste se observéo un marcado
incremento en la amplitud de la RSP1 tras la adicion de la neurotrofina, dicho incremento en la
respuesta sinaptica fue del 32.477%+2.560% (n=7; promedio+tSEM), y fue estadisticamente
significativo (t;0=-12.688, P=<0.001; figura 14D).

El segundo subgrupo (PreAC/3-NPyg) identificado para el grupo de pretratamiento con AC
represent6 el 36.36% de los experimentos (n=4), este subgrupo fue separado debido a que no
se observaba un cambio evidente en la amplitud de la RSP1 durante el curso temporal (figura
14A, circulos blancos), no obstante el andlisis estadistico arrojé que en presencia de BDNF
ocurre un leve incremento en respuesta sinaptica del 3.301%+0.565% (n=4, promedioSEM) el

cual es significativamente diferente (t0=-5.847, P=<0.001; figura 14E).

En cuanto al andlisis del PPR en los distintos subgrupos identificados en el grupo PreAC/3-NP
se encontrd que en el subgrupo PreAC/3-NP ¢ ocurrié un cambio significativo en el PPR tras el
tratamiento con BDNF (t,=3.966; P=0.007; figura 14F). De igual manera, en el subgrupo
PreAC/3-NPye se encontrd que existe un cambio muy sutil, pero estadisticamente significativo
(ts=4.094, P=0.026; figura 14G) en el PPR antes y después de la presencia de BDNF en el
medio. Lo anterior demuestra que, por lo menos en el grupo PreAC/3-NP, BDNF tiende a
incrementar la RSP, ya sea de manera notoria o sutil; y en ambos casos la modulacion de la

neurotrofina ocurre mediante mecanismos presinapticos.

39



_______
N9 @ e % N 9 © m.wW

~ o~ — — — — — (=] = =

,,,,,,,
eC
N2 @ v ¥ N 9 = 5 9

11111111




NPnc (en circulos negros, n=7, promediotSEM) y PreAC/3-NPyg (en circulos blancos, n=4,
promedio£SEM); en ambos subgrupos la amplitud de la RSP1 crece en presencia de BDNF, sin embargo,
en el caso del subgrupo PreAC/3-NPye lo hace de manera mas sutil en comparacién con el subgrupo
PreAC/3-NPc. En B) se muestran trazos representativos del subgrupo PreAC/3-NPyc, el trazo en negro
corresponde al periodo previo a la aplicacién de la neurotrofina (t1), mientras el trazo en color representa
la amplitud de la RSP1 en presencia de BDNF (t2). En C) se muestran trazos representativos del
subgrupo PreAC/3-NPyg, €l trazo en negro corresponde a la amplitud de la RSP1 antes de la adicién de
BDNF (t1’), el trazo en color corresponde a la amplitud de la RSP1 después de la adicion de BDNF (t2’).
En D) se observa que en el subgrupo PreAC/3-NPyc, ocurrio un incremento del 32.477%x2.560%
(*P=<0.001; n=7; promedio+SEM) en la amplitud de la RSP1; en este subgrupo se observé un cambio
significativo en el PPR, tal como se muestra en F) (*P=0.007; n=7; promedio£SEM). Por otra parte, en E)
se observa un menor incremento (del 3.301%+0.565%; n=4, promedio+SEM) de la RSP en el subgrupo
PreAC/3-NPyg, el cual es significativo (*P=<0.001). El PPR de este ultimo subgrupo se muestra en G),
donde también ocurri6 un cambio significativo en la relacion por pulso pareado (*P=0.026; n=4,
promedioxSEM).

Por otra parte, en el caso del co-tratamiento con 3-NP y AC se observo que nuevamente, BDNF
tuvo un efecto diferencial sobre la respuesta sinptica corticoestriatal (figura 15). En el primer
subgrupo identificado (AC/3-NPyg), que representd 63.64% de los experimentos (n=7), ocurrié
un ligero incremento en la respuesta sinaptica del 1.497%+0.467% (promedioSEM), dicho
cambio mostro tener diferencias significativas (t30=-3.202, P=0.009; figura 16A). Mientras que el
segundo subgrupo identificado (AC/3-NP,c), correspondié al 36.36% de los experimentos
(n=4), se observé un incremento en la RSP1 del 48.114%+1.861% (promedio£SEM), el cual fue

un cambio estadisticamente significativo (t,0=-25.857, P=<0.001; figura 16B)

El andlisis del PPR antes y después de la adicion de BDNF al medio mostré que, en el caso del
subgrupo AC/3-NPye la modulacion de la neurotrofina ocurrié en la postsinapsis, esto debido a
que no ocurrié un cambio significativo (t=1.687, P=0.143; figura 16C) en la relaciéon de pulso
pareado en presencia de la neurotrofina. Por su parte, en el subgrupo AC/3-NPyc, el PPR
parece disminuir tras la adicion de BDNF en el medio (figura 16D), lo cual podria indicar que la
accion de la neurotrofina en el incremento de la amplitud de la RSP1 ocurre en la postsinapsis,

no obstante el cambio en el PPR no fue estadisticamente significativo (t;=2.565; P=0.083).
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Figura 15. Efecto modulatorio diferencial de BDNF (20 ng/ml) sobre la actividad sinaptica corticoestriatal
en el grupo AC/3-NP. En A) se muestra el curso temporal de la amplitud de la RSP1 normalizada al
100%. La neurotrofina tuvo un efecto modulatorio diferencial: en circulos negros se representa al
subgrupo AC/3-NP\c; en el cual se aprecia un incremento en la amplitud de la RSP1, que corresponde al
36.36% de los experimentos (n=4, promedio£SEM). Por otra parte, en circulos blancos se representa al
subgrupo AC/3-NPyg; en el cual ocurrié una disminucion en la amplitud de la RSP1, que corresponde al
63.64% de los experimentos elaborados (n=7; promedio£SEM). En B) se muestran trazos representativos
del subgrupo AC/3-NPyc, €l trazo en negro corresponde a la amplitud de la RSP1 antes de la adicion de
BDNF (t1), el trazo en color corresponde a la amplitud de la RSP1 después de la adicién de BDNF (t2).
En C) se muestran trazos representativos AC/3-NPyg, el trazo en negro corresponde a la amplitud de la

RSP1 antes de la adicién de BDNF (t1’), el trazo en color corresponde a la amplitud de la RSP1 después
de la adicion de BDNF (t2').

En los dos tratamientos con AC aplicados (PreAC/3-NP y AC/3-NP) se encontré que BDNF a 20
ng/ml prosee un efecto modulatorio diferencial evidente al igual que en el grupo Control, no
obstante, en comparacion con este Ultimo, los subgrupos considerados como NE (no efecto
aparente) mostraron un incremento discreto en la amplitud de la RSP1, a diferencia del
subgrupo Controlys, donde se observé un decremento evidente. El andlisis estadistico no
mostro diferencias significativas entre los subgrupos PreAC/3-NPye y AC/3-NPyg; sin embargo,
cada uno de estos subgrupos tuvo diferencias significativas con el subgrupo Controlps (figura
17) (H4=42.849, P<0.05; Kruskal-Wallis, Andlisis de Varianza de una via).
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Finalmente, al analizar los subgrupos en los cuales se observé un incremento en la amplitud de
la RSP1 se encontr6 que el subgrupo PreAC/3-NP,c mostrd diferencias estadisticamente
significativas con los grupos 3-NP y AC/3-NPyc. Mientras que el subgrupo AC/3-NP ¢, mostré
diferencias significativas tanto con los grupos 3-NP y AC-5, asi como con el subgrupo Controlc
(figura 17) (H4=42.849, P<0.05; Kruskal-Wallis, Andlisis de Varianza de una via, Apéndice 3).
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Figura 16. Cambios en la amplitud de la RSP1 y en el PPR en los diferentes subgrupos identificados en
el grupo AC/3-NP. En A) se observa que el subgrupo AC/3-NPye ocurrié un ligero incremento del
1.497%+0.467% (n=7; promediotSEM), el cual resulté ser estadisticamente significativo (*P=0.009); en
este subgrupo no se encontré un cambio en el PPR (C) tras la adicion de la neurotrofina (P=0.143). Por
su parte, en B) se observa el incremento ocurrido en el subgrupo AC/3-NPyc, el cual fue del
48.114%+1.861% (n=4; promedio+tSEM) y estadisticamente significativo (*P=<0.001). En D) se muestra
que existe una disminucién en el PPR en presencia de BDNF, sin embargo dicho cambio no fue

significativo (*P=0.083).
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Figura 17. Comparaciones multiples de la amplitud de la RSP1 tras la adicion de BDNF (20 ng/ml) en los
diferentes grupos de tratamiento. En A) se muestran las comparaciones entre los subgrupos de
tratamiento en los cuales se observo un efecto marcado de la neurotrofina.* denota las diferencias

estadisticas encontradas (P<0.05, Kruskal-Wallis, Analisis de Varianza de una via). En B) se muestran
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las comparaciones entre los subgrupos en los cuales no se observo un efecto de BDNF o en los cuales la
neurotrofina provoc6d una disminucién de la RSP1. * denota las diferencias estadisticas encontradas

(P<0.05, Kruskal-Wallis, Andlisis de Varianza de una via).

7. DISCUSION

7.1 Efecto protector del AC en la transmisidn sinptica corticoestriatal

En el presente trabajo se mostré que el tratamiento in vivo con la toxina 3-NP genera cambios
en la transmision sindptica corticoestriatal, ya que la amplitud maxima de las RSP registradas
en tejido proveniente de ratones tratados con 3-NP tiende a ser menor en comparacion con las
RSP registradas en tejido de ratones control. Estos cambios en la transmisién sinaptica
corticoestriatal habian sido previamente reportados por Mendoza et al. (2014); quienes
encontraron que, en ratones tratados sistémicamente con el 3-NP, ocurre un cambio en los
umbrales de estimulacién necesarios para evocar una RSP, siendo necesario un mayor voltaje
de estimulacion en comparacion con el tejido proveniente de ratones control. En relaciéon con lo
anterior, el presente trabajo muestra que los esquemas de tratamiento con AC (PreAC/3-NP y
AC/3-NP), parecen mantener las propiedades de estimulacion de las poblaciones neuronales
estriatales de manera muy similar a las condiciones control, sugiriendo un efecto neuroprotector

del AC frente a la degeneracion estriatal producida por la intoxicacion con 3-NP.

Se tiene evidencia de que el 3-NP produce un incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) tales como aniones superéxido y radicales hidroxilo; moléculas
altamente reactivas derivadas de la formacion de oOxido nitrico (NO), como el peroxinitrito
(ONOOQO ), asi como una disminucion en la actividad de enzimas de respuesta antioxidante tales
como CAT, GPX y SOD (Bak et al.,2016; Hernandez-Echeagaray et al., 2012; Rodriguez et al.,
2010; Liot et al.,, 2009; Brouillet et al., 2005), estos eventos conducirian al dafio oxidativo
celular. De acuerdo con los datos obtenidos de las curvas intensidad-amplitud (figura 8), el AC,
en el modelo del 3-NP, podria estar mitigando el dafio oxidativo producido por la neurotoxina
debido a su actividad antioxidante. Diversos estudios sefialan que el tratamiento in vitro e in
vivo con AC previene la peroxidacion lipidica y suprime la formacion de NO ante agentes
estresores como LPS (Mallik et al., 2016), H,O, (Gul et al., 2016), STZ (Deshmukh et al., 2016),
isquemia cerebral global (Liang et al., 2015), proteina B amiloide (AB) (Kim et al., 2015), Fe*,
nitroprusiato de sodio y AQ (Oboh et al., 2013; Kalonia et al., 2009); adicionalmente, se ha

reportado que, ademas de reducir los marcadores de estrés oxidativo mencionados
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anteriormente, el AC actla incrementando los niveles de antioxidantes enddgenos, tales como
CAT, GSH y SOD (Wang et al., 2016; Mallik et al., 2016; Liang et al., 2015; Kalonia et al., 2009).

Con respecto a lo anterior, en un estudio tedrico se encontrd6 que el AC, en su interaccion
directa con las ROS puede actuar como eliminador de radicales (ej. OH®) mediante dos
mecanismos: la transferencia de un &tomo de hidrégeno o la formacién de un aducto, siendo el
grupo hidroxilo del carbono 4 de su anillo aromético el sitio mas reactivo en dicha actividad
(Leopoldini et al., 2011). Otro mecanismo antioxidante del AC es su actividad como quelante de
Fe?' y Cu?* (Akomolafe et al. 2017); otras moléculas con esta dltima propiedad (ej. diacetil bis
(N (4) -metiltiosemicarbazonato) Cu (II), Cull (atsm), desferrioxamina B y acido rodotorulico) han
sido utilizadas en la prevencion del dafio oxidativo, ya que intervienen en reacciones que
conducen a la produccion de radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2015; Leopoldini et al.,
2011).

Pese a que la actividad antioxidante del AC ha sido reportada como el principal mecanismo
neuroprotector del AC, diferentes estudios sefialan que esta molécula puede interactuar con
distintas enzimas, entre ellas: la cinasa ERK, la 5-LO y la AChE. A continuacion se mencionara
parte de la evidencia existente de dichas interacciones y de qué manera podrian contribuir

como mecanismo de neuroproteccion en el modelo farmacoldgico de la EH.

En primer lugar, un estudio elaborado por Yang et al. (2014), identific6 a ERK1/2 como una
molécula blanco del AC en su efecto quimiopreventivo contra el desarrollo de cancer de piel
inducido por radiaciéon solar ultravioleta en ratones. En este mismo estudio se resolvi6 la
estructura de cocristal del complejo formado por ERK y el AC, y se encontr6 que el AC forma
puentes de hidrégeno con el sitio de union a ATP de la enzima, promoviendo su inhibicion. No
obstante, otros estudios han sefialado que el AC potencia la diferenciacién celular inducida con
NGF en cultivos de células PC12 (Moosavi et al., 2017); y promueve la supervivencia celular en
condiciones de privacion de suero y ante la toxicidad de la acroleina y AB, se corroboré que
estos efectos fueron mediados por la activacion de la via de sefalizacion de MEK/ERK
(Moosavi et al., 2017; Huang et al., 2013; Sul et al., 2009).

La activacion de la via de sefializacion de MEK/ERK se ha asociado a la regulacion
transcripcional de BDNF (Ramirez et al. 2015). La expresion de esta neurotrofina y de su

receptor TrkB se ha visto alterada en corteza y estriado de ratones tratados sistémicamente con
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3-NP (Mendoza et al., 2014; Espindola et al., 2012). Es posible que el AC, al interactuar con
ERK, prevenga las alteraciones en la expresién de BDNF provocadas por el 3-NP; este mismo
efecto del AC en la prevencion de la disminucién de dicha neurotrofina ha sido previamente
reportado por otros grupos de trabajo en diferentes modelos de trastornos relacionados al
sistema nervioso (Luo et al., 2016; Tsai et al., 2011; Dzitoyeva et al., 2008; Takeda et al., 2006).

No obstante, la via de sefalizacion de MEK/ERK, no ha sido la Unica asociada al
mantenimiento de los niveles de BDNF mediados por el AC en otros modelos. Por ejemplo, se
ha demostrado que, en bajas dosis, el pretratamiento con AC puede atenuar la disminucién en
la expresion de RNAmM de BDNF en la corteza frontal de ratones sometidos a la prueba de nado
forzado (Takeda et al., 2006). Posteriormente, en ese mismo modelo, se reporté que en ratones
que no expresan la 5-LO, el AC no mitigd la disminucién del RNAm de BDNF; sugiriendo
entonces un posible mecanismo regulatorio del AC en la transcripcion de BDNF a través de la

interaccion de este metabolito con la 5-LO (Dzitoyeva et al., 2008).

Los estudios mencionados previamente sugieren que la interaccion entre el AC con ERK y con
la 5-LO, en ambos casos resulta en la regulacion transcripcional de BDNF; esto resulta de suma
importancia para el efecto protector del AC observado en los grupos PreAC/3-NP y AC/3-NP, y
estaria en relacion con el mantenimiento de la arborizacion dendritica de las NEMs, mas que a
la supervivencia celular, esto debido a que se sabe que, BDNF ademas de ser un factor
importante para la supervivencia de las NEMs estriatales, juega un papel fundamental en la
estructura dendritica de estas mismas células (Baquet et al., 2004); y a que la administracion
sistémica con la neurotoxina 3-NP produce cambios morfolégicos en la arborizacion dendritica
de las NEMs (Mendoza et al., 2014).

Debido a lo anterior, resultaria interesante indagar si, en el modelo del 3-NP, el AC interactia
con la cinasa ERK y/o con la 5-LO; regulando tanto la expresién de BDNF como la arborizacion
dendritica de las NEMs, y si es a través de este mecanismo que brinda un efecto
neuroprotector. Asi como también, saber si a través de este mecanismo, ocurre un cambio en la
morfologia de las NEMs que pudiera explicar el incremento en la RPS que provoca por si solo el
AC (Grupo AC-5).

Por otra parte, con respecto a la interaccion reportada entre el AC y la AchE, diversos estudios

sefialan que el AC protege a animales de deterioro cognitivo y dafio cerebral mediante la
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inhibicion de la AChE (Akomolafe et al., 2017; Wang et al., 2016; Deshmukh et al., 2016; Oboh
et al., 2013). De manera particular, en la EH se ha observado que ocurren diversas alteraciones
relacionadas con el sistema colinérgico, tanto en tejido postmortem de pacientes con la EH,
como en modelos transgeénicos y farmacoldgicos de la enfermedad, Entre dichas alteraciones
se encuentran: la disminucion de receptores muscarinicos en nucleo caudado, putamen y globo
pélido en pacientes con la EH (Wasket y Yamamura, 1978; Wastek et al., 1976), y en corteza y
ndcleo estriado de ratones transgénicos R6/2 (Cha et al., 1999); ademas de una disminucién en
la actividad de la ChAT (enzima encargada de la sintesis de acetilcolina), cerebro post-mortem
de pacientes diagnosticados con la EH y en el modelo de intoxicacion crénica con el 3-NP
(dicha alteracién se encuentra correlacionada con el grado de severidad de la patologia) (Araujo
y Hilt, 1998; Ferrante et al., 1987; Wastek et al., 1976); también se sabe que la actividad de la
AChE (enzima encargada de la degradacion de acetilcolina), puede no verse afectada o bien
incrementar conforme progresa la enfermedad (Manyam et al., 1990; Hammond y Brimijoin,
1988; Ferrante et al., 1987). Por altimo, ocurre una disminucion en los niveles de colina en
liguido cefalorraquideo de pacientes con la enfermedad, la cual podria indicar un déficit en el

transporte de colina hacia el cerebro (Manyam et al., 1990).

Lo anteriormente mencionado indica que existe una hipofuncién colinérgica en la EH y sus
diferentes modelos; por lo cual, el AC como inhibidor de la AChE, podria mitigar la pérdida de la
funcion de la acetilcolina en el sistema nervioso. En relacion con lo anterior, se han probado
algunos inhibidores reversibles de la AChE, como el donepezilo, rivastigmina y galantamina,
para el tratamiento de pacientes sintométicos de la EH, y se ha encontrado que su accién
ayuda a mejorar la funcién cognitiva de los pacientes, mas no la funcion motora (Vattakatuchery
y Kurien, 2013); sin embargo, Park et al. (2008) mostraron que, ante la intoxicacién por 3-NP,
en estadios relativamente tempranos del proceso de neurodegeneracion, la galantamina ofrece
un efecto neuroprotector cuyos mecanismos no solo incluyen la inhibicién de la AChE, sino
también la disminucion del estrés oxidativo y la modulacion de receptores nicotinicos de
acetilcolina. Ambos efectos asociados a la neuroproteccion de la galantamina son similares a
los atribuidos al AC, por lo cual seria importante indagar si el efecto protector del AC en el
modelo farmacolégico del 3-NP, involucra de manera directa el mantenimiento de la funcion

colinérgica en el nlcleo estriado.
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7.2 Efecto modulatorio de BDNF
En el presente trabajo se evalué la modulacion de BDNF en la respuesta glutamatérgica

corticoestrital en tejido proveniente de ratones sometidos a diferentes tratamientos (figura 7) y
en condiciones control, a una concentracion mas baja (20 ng/ml) a la previamente reportada por
otros trabajos (Mendoza et al., 2014; LeBmann y Heumann, 1998; Song et al., 1998; Levine et
al., 1995); esto para indagar si el tratamiento in vivo con AC restauraba y/o mejoraba la

modulacion de BDNF, aun ante la intoxicacion con el 3-NP.

De acuerdo con Mendoza et al. (2014); el tratamiento in vivo con la neurotoxina 3-NP reduce el
efecto modulatorio de BDNF en la sinapsis corticoestriatal; esto probablemente debido a una
disminucion en el nimero de receptores TrkB en el nucleo estriado, asi como a una reduccion
en la longitud dendritica y el nimero de espinas de las NEMs. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo demuestran que la modulacién de BDNF en el grupo tratado con 3-NP (con un
incremento de la amplitud de la RSP1 del 4.060%%1.058%; promediotSEM), es
significativamente menor en comparacién con el grupo Control (Controlyc: incremento de la
RSP1 del 27.791%+1.119%; promedio£SEM), asi como el grupo que fue tratado Unicamente
con AC (incremento de la RSP1 del 31.063%+3.230%; promedio£SEM) y los grupos de pre-
tratamiento y co-tratamiento con AC y 3-NP (PreAC/3-NPjc: incremento de la RSP1 del
32.477%+2.560%; promediozSEM, y AC/3-NPc: incremento de la RSP1 del 48.114%+1.861%;
promedio+SEM, Apéndice 3). Esto estaria indicando que el tratamiento con AC, preservé el
efecto modulatorio de BDNF en el incremento de la respuesta sinaptica glutamatérgica, aun a

una concentracion baja de la neurotrofina (20 ng/ml).

Adicionalmente, los resultados obtenidos indicaron que al menos en 3 grupos experimentales
(Control, PreAC/3-NP y AC/3-NP), BDNF ejercié un efecto modulatorio diferencial. En el caso
del grupo Control se observd que en el 57.17%% de los experimentos BDNF provoc6 una
disminucion en la amplitud de la RSP (7.245%=0.727%; promediotSEM), mientras que en el
42.86% de los experimentos se observl un incremento de dicha respuesta (27.791%+1.119%;
promedio+SEM); a su vez en los grupos PreAC/3-NP y AC/3-NP, se identificaron diferentes
subgrupos, dos en los cuales se observd que BDNF produjo un incremento de la RSP
corticoestrital (PreAC/3-NPc y AC/3-NP)\c), y otros dos en los cuales BDNF provocé un leve
incremento de la RSP (PreAC/3-NPye y AC/3-NPyg), sin embargo, fue estadisticamente

significativo.
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Diferentes grupos de trabajo han reportado que la aplicacion de BDNF no produce cambios
evidentes en la transmision sinaptica en cierto porcentaje de sus experimentos (Mendoza et al.,
2014; Balkowiec, Kunze y Katz, 2000; LeBmann y Heumann, 1998; Levine et al. 1995). Lo
anterior fue atribuido a una propiedad intrinseca de las neuronas, mas que a un acceso limitado
de las células a la neurotrofina. De manera particular, en el estudio realizado por LeBmann y
Heumann (1998), se encontr6 que BDNF ejerce un efecto modulatorio presinaptico de la
liberacion de glutamato en células del hipocampo, sin embargo, se hizo hincapié en que para
que se produzca una mejora de la transmision sinaptica glutamatérgica debe ocurrir una

facilitacion por pulso pareado en las sinapsis evaluadas.

El incremento en la liberacion de glutamato reportado por Lemann y Heumann (1998) podria
explicar el incremento en la amplitud de la RSP1 en los subgrupos PreAC/3-NP\y¢c y PreAC/3-
NPne; subgrupos en los cuales se encontré una accidén presinaptica de la neurotrofina. No
obstante, se sabe que BDNF afecta no solamente la liberacion de glutamato, sino también de
dopamina (un importante modulador de las vias del circuito corticoestriatal), tanto en nucleo
estriado, como en otras regiones cerebrales (Goggi et al., 2002; Goggi et al., 2003; Neal et al.,
2003). Dichos efectos en la liberacion de dopamina se encontré son producidos debido a un
incremento de los niveles de Ca®* intracelular y a la activacion de las vias de MEK/ERK y
PI3K/AKT (Goggi et al., 2002; Goggi et al., 2003). Otro efecto de BDNF en la presinapsis se
reporté en un estudio realizado en neuronas de hipocampo en cultivo, en el cual BDNF
incremento la tasa de disparos espontaneos, asi como la frecuencia y amplitud de corrientes
postsindpticas excitatorias, esto debido a un cambio en el disparo presinaptico (Levine et al.,
1995).

Por otra parte, en el presente trabajo se encontré que en distintos grupos experimentales el
efecto de BDNF fue postsinaptico (Controlyc, Controlps, 3-NP, AC-5, AC/3-NPyc Y AC/3-NPyg).
Se ha observado que en la postsinapsis BDNF actGia incrementando Na* (Kafitz et al., 1999),
asi como también la actividad de los receptores a glutamato de tipo NMDA (Suen et al., 1997;
Song et al. 1998; Levine et al., 1998; Crozier et al., 2008). Levine et al. (1998) reportaron que
BDNF, a través de la activaciéon de su receptor TrkB, aumenta la actividad glutamatérgica
mediada por NMDA mediante el incremento en la probabilidad de apertura del receptor en la
densidad postsinaptica. Posteriormente, Crozier et al. (2008) resaltaron que para que BDNF

produzca un incremento en la transmision singptica glutamatérgica, es importante no solo la
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activacion simultanea de TrkB y NMDA, sino también la elevacién de los niveles de ca*

intracelular.

Los cambios incitados por BDNF en las concentraciones de Na* y Ca**; asi como en la actividad
de NMDA explicarian en gran medida el incremento en la RSP corticoestriatal encontrado en los
grupos Controle, 3-NP, AC-5 y AC/3-NP\c; sin embargo no explican la baja respuesta de las
poblaciones neuronales a la aplicacion de BDNF en el subgrupo AC/3-NPyg, ni la disminucién
en la amplitud de la RSP1 encontrada en el subgrupo Controlp;s. Una posible explicacion a esto,
es la inhibiciébn de la respuesta de los receptores a glutamato AMPA mediada por BDNF a
través de la activacién de TrkB (Song et al. 1998; Balkowiec et al., 2000). Se ha propuesto que
la supresién de los receptores a glutamato que no son NMDA en respuesta a la administracion
de BDNF, actia como un sistema de proteccién para las neuronas contra la activacion masiva
del receptor de glutamato (Song et al. 1998). Considerando esto, pareciera que en condiciones
Control las neuronas responden de manera diferencial a BDNF, ya sea incrementando la
respuesta sinaptica glutamatérgica a través de la activacién de los receptores NMDA o bien
suprimiendo dicha respuesta mediante la inhibicion de los receptores AMPA; estos mecanismos
modulatorios postsinapticos parecen preservarse en el grupo de co-tratamiento con AC y 3-NP
(AC/3-NP).

En relacién con lo anterior, el grupo PreAC/3-NP, al igual que en grupo Control y AC/3-NP,
BDNF tuvo un efecto diferencial, sin embargo los mecanismos parecen ser diferentes puesto
que el efecto modulatorio de BDNF en el grupo de pretratamiento ocurre en la presinapsis. Para
el caso particular del subgrupo PreAC/3-NPyg, es probable que la adicion de BDNF no provoque
un incremento marcado de la RSP debido a que exista ya una actividad modulatoria ejercida
por el BDNF enddgeno, tal como se ha propuesto en otros trabajos (LeBmann y Heumann,
1998; Jia, Gall y Lynch, 2010), y que se ha indicado juega un papel potente y esencial en la

generacion de una potenciacion estable (Jia et al., 2010).

Finalmente, un dltimo mecanismo al cual podria atribuirse la modulacién diferencial de BDNF en
los grupos Control, PreAC/3-NP y AC/3-NP, se encuentra relacionado con la actividad de los
canales de K* rectificadores entrantes (Kir) y con las vias de procesamiento de la informacién
del ndcleo estriado: la via directa e indirecta. Por un lado, se ha demostrado que la activacion
del receptor TrkB mediada por BDNF tiene efectos diferentes sobre distintos tipos de canales

Kir3.x; por un BDNF provoca la inhibicion de los Kir3.1 y Kir 3.4; mientras que los Kir3.2, no son
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sensibles a la inhibiciébn debida a la activacion de TrkB (Rogalski et al., 2000). Cabe resaltar
que, aunque este tipo de canales Kir3.x (encargados de la hiperpolarizacién del potencial de
membrana) se han identificado en neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (Kubo et al.,
2005), no se ha reportado que se expresen de manera diferencial en neuronas de la via directa
o de la via indirecta. No obstante, en el estudio elaborado por Zhai et al. (2016) se demostro
que existe una modulacién diferencial de los Kir en las NEMs la cual parece estar relacionada
con el tipo de receptores a dopamina que sean activados en dichas neuronas, de modo que la
activacion de receptores de tipo D1 (presentes en neuronas de la via directa), incrementa la
corriente de los Kir, mientras que la activacion de receptores D2 (presentes en neuronas de la
via indirecta) inhibe la corriente de estos canales. Esta modulacién diferencial de los canales Kir
fue atribuida a la actividad de los canales Kir2.x; estos ultimos han sido identificados en las
NEMs estriatales y se su funcién principal es el mantenimiento del potencial de membrana en
reposo (Kubo et al., 2005; Priss et al., 2003). Por lo cual su activacion inhibicién supondria la
despolarizacion de la membrana, probablemente contribuyendo al incremento de la RSP1
observado en los subgrupos Controlye, PreAC/3-NPpne vy AC/3-NPjy¢; mientras que su
activacion supondria una hiperpolarizacion del potencial de membrana o bien que este Ultimo
tendiera al potencial de reposo de las células, lo cual podria explicar que en algunos subgrupos
de los grupos Control, PreAC/3-NP y AC/3-NP, no se observe un cambio o bien ocurra una
disminucion en la amplitud de la RSP1.
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8. CONCLUSIONES
El tratamiento in vivo de acido caféico (10 mg/kg), previene del dafio estriatal provocado por

la administracion subcrénica de la neurotoxina 3-NP; manteniendo las propiedades de
estimulacion de las poblaciones estriatales similares a las observadas en condiciones
control.

En condiciones control, la adicion de 20 ng/ml de BDNF provoca una modulacién diferencial
sobre la respuesta glutamatérgica corticoestriatal, provocando un incremento de dicha
respuesta en el 57.17% de los experimentos, y una disminucién en el 42.86% restante.

En tejido proveniente de ratones tratados sistémicamente con 3-NP, la adicién 20 ng/ml de
BDNF provoca una disminucion en la actividad modulatoria de la neurotrofina, tal como se
habia reportado para con concentraciones mas altas de la misma (50-100 ng/ml).

El &cido caféico administrado in vivo (10 mg/kg), por si solo incrementa la amplitud
respuesta glutamatérgica corticoestriatal; sin embargo no altera la modulacion de BDNF (20
ng/ml) en comparacion con condiciones control.

Al aplicar un pretratamiento con acido caféico, seguido de la aplicaciéon conjunta de dicho
antioxidante con el 3-NP, BDNF a una baja concentraciéon (20 ng/ml) produjo una
modulacion diferencial de la respuesta glutamatérgica corticoestriatal, similar a la observada
en condiciones control.

La aplicacién del acido caféico en conjunto a la intoxicacion generada por el 3-NP, produjo
una modulacién diferencial de BDNF sobre la sinapsis glutamatérgica estriatal, y en el caso
de los experimentos en los cuales se produjo un incremento marcado de la respuesta

sinaptica, dicho incremento fue mayor que en condiciones control.
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APENDICE 1: ALTERACION DE LA VIA CORTICOESTRIATAL EN LA EH

Enfermedad de Huntington (Trastorno hipercinético)

Corteza Cerebral
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Figura 18. Alteracion de la via corticoestriatal en la EH. En enfermedades hipercinéticas como la EH, la
proyeccién del caudado y el putamen del globo péalido (segmento externo) esta disminuido (1). Este

efecto aumenta la inhibicién tonica del globo péalido al nucleo subtaldmico (2), haciendo que el ndcleo

subtaldmico excitatorio sea menos efectivo para oponerse a la accién de la via directa (3). Por lo tanto, la

excitacion talamica de la corteza aumenta (4), lo que lleva a una actividad motora mayor y a menudo

inadecuada (Modificado de Purves et al., 2004).
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APENDICE 2: PROTOCOLO POR PULSO PAREADO

El protocolo por pulso pareado (PPP) consiste en dar dos estimulos de la misma intensidad y la
misma duracién, separados por un intervalo de aproximadamente 50ms. Este protocolo se
empled para conocer si la modulacién de la neurotrofina BDNF ocurre de manera presinaptica o
postsinaptica, para lo cual se evalué la relacién por pulso pareado (PPR; paired pulse ratio, por
sus siglas en inglés), el cual es un cociente que resulta de la relacion entre la amplitud de la
RSP2y la RSP1 (PPR = (RSP2/RSP1) * 100).

Este protocolo se explica mediante la Teoria de Calcio Residual propuesta por Katz y Miledi
(1968); en esta se explica que al dar el primer estimulo la membrana de la neurona presinaptica
se despolariza y se incrementan los niveles de Ca?" intracelular en la terminal presinaptica; este
incremento en el Ca* intracelular permite la fusién de las membranas que contienen
neurotransmisor con la membrana presindptica, liberando asi su contenido al espacio sinaptico.
No obstante, el amortiguamiento de Ca** suele ser mas lento que la entrada de este ion a la
célula, de modo que al llegar el segundo estimulo, este produciria la entrada de la misma
cantidad Ca** a la célula, propiciando que esta Ultima cantidad de Ca*" se sume a la cantidad
de Ca* remanente del primer estimulo y por lo tanto se incremente la liberacion del
neurotransmisor. Cuando ocurre lo anteriormente mencionado, la amplitud de la RSP2 es mayor
gue la amplitud de la RSP1, a esto se le conoce como facilitacién por pulso pareado (PPF). Sin

2 ale

embargo, puede ocurrir que el primer estimulo propicie una entrada masiva de Ca
neurona presinaptica, la cual permita la liberacién de casi toda la cantidad de neurotransmisor,
de modo que al llegar el segundo estimulo ocurra una liberaciébn menor a la del primero; en este
caso se observaria que la amplitud de la RSP2 es menor en comparacion con la amplitud de la

RSP1; ocurriendo lo que se conoce como depresion por pulso pareado (PPD).

Debido a que tanto la PPF como la PPD son consideradas formas de plasticidad sinaptica de
corto plazo (Colino et al., 2002; LeBmann y Heumann, 1998); por lo cual un cambio en el PPR
significaria que la modulacion de un farmaco ocurre en la presinapsis, y por el contrario, cuando
no ocurre algan cambio en el PPR tras la adicion de un farmaco, significa que este actta a nivel

postsinaptico.
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APENDICE 3: ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

CURVAS INTENSIDAD AMPLITUD
e Umbral 1x

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Rankslunes, agosto 27, 2018, 05:29:45 p.

m.
Data source: Data 1 in CIA

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Failed (P < 0.050)

Group N Missing Median 25% 75%

Control 1x 5 0 36.500 30.205 64.500
3-NP 1x 6 0 33.745 29.345 | 42.243
AC-5 1x 11 |0 45.260 40.820 66.120
PreAC/3-NP 1x |7 0 35.940 33.730 62.460
AC/3-NP 9 0 46.390 34.425 52.620

H = 4.765 with 4 degrees of freedom. (P =0.312)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.312)

e Umbral 1.5x

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Rankslunes, agosto 27, 2018, 05:27:49 p.

m.
Data source: Data 1 in CIA
One Way Analysis of Variance lunes, agosto 27, 2018, 05:27:49 p. m.

Data source: Data 1 in CIA

Group Name N Missing | Mean Std Dev | SEM

Contro 11.5x 5 0 134.192 | 55.932 25.014

3-NP 1.5x 6 0 95.448 9.846 4.019

AC-5 1.5x 11 |0 212.285 | 86.921 26.208
PreAC/3-NP 1.5x |7 0 148.819 | 53.541 20.237
AC/3-NP 1.5x 9 0 131.736 | 64.462 21.487
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 64494.641 16123.660 | 3.828 | 0.012
Residual 33 138994.541 | 4211.956

Total 37 203489.182

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0.012).
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Power of performed test with alpha = 0.050: 0.707

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means |t P P<0.050
AC-5 1.5x vs. 3-NP 1.5x 116.837 3.547 0.012 | Yes
AC-5 1.5x vs. AC/3-NP 1.5 x 80.550 2.761 0.081 | No
AC-5 1.5x vs. Contro 11.5x 78.093 2.231 0.233 | No
AC-5 1.5x vs. PreAC/3-NP 1.5x | 63.467 2.023 0.308 | No
PreAC/3-NP 1.5x vs. 3-NP 1.5x | 53.370 1.478 0.620 | No
AC/3-NP 1.5 x vs. 3-NP 1.5x 36.287 1.061 0.828 | No
Contro 11.5x vs. 3-NP 1.5x 38.744 0.986 0.800 | No
PreAC/3-NP 1 vs. AC/3-NP 1.5 17.083 0.522 0.938 | No
PreAC/3-NP 1 vs. Contro 11.5x 14.627 0.385 0.912 | No
Control1.5x vs AC/3-NP 1.5x 2.456 0.0679 | 0.946 | No

e Umbral 2x

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranksviernes, agosto 24, 2018, 01:07:55
p. m.

Data source: Data 1 in CIA
One Way Analysis of Variance viernes, agosto 24, 2018, 01:07:55 p. m.

Data source: Data 1 in CIA

Group Name N Missing | Mean Std Dev | SEM

control 5 0 154.312 | 19.453 8.700

3-NP 6 0 107.072 | 20.778 8.482

AC-5 11 |0 258.200 | 80.888 24.389
PreAC/3-NP 7 0 166.781 | 55.246 20.881

AC/3-NP 9 0 145.602 | 66.394 22.131

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 114043.743 | 28510.936 | 7.669 | <0.001
Residual 33 122679.055 | 3717.547

Total 37 236722.798

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.010: 0.923
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05
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Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means |t P P<0.050
AC-5vs. 3-NP 151.128 4884 |<0.001 | Yes
AC-5 vs. AC/3-NP 112.598 4,109 | 0.002 Yes
AC-5 vs. control 103.888 3.159 | 0.027 Yes
AC-5 vs. PreAC/3-NP 91.419 3.101 | 0.027 Yes
PreAC/3-NP vs. 3-NP 59.710 1.760 | 0.423 No
control vs. 3-NP 47.240 1.280 | 0.692 No
AC/3-NP vs. 3-NP 38.531 1.199 | 0.665 No
PreAC/3-NP vs. AC/3-NP | 21.179 0.689 | 0.872 No
PreAC/3-NP vs. control 12.469 0.349 | 0.927 No
Control vs. AC/3-NP 8.710 0.256 | 0.799 No
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MODULACION DE BDNF (en los grupos donde se vio efecto)
e Comparacion entre el porcentaje de amplitud de la RSP1 de todos los grupos

o Antes de la adicion de BDNF
One Way Analysis of Variance lunes, julio 30, 2018, 02:56:39 p.m.

Data source: Data 1 in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.662)
Equal Variance Test: Passed (P =0.401)
Group Name | N | Missing | Mean Std Dev | SEM
Control 121 100.000 | 3.304 0.996
3NP 12 |1 100.000 | 2.443 0.736
PreAC 3NP 12 |1 100.242 | 1.768 0.533
AC 3NP 12 |1 100.030 | 1.810 0.546
AC 12 |1 101.423 | 2.158 0.651
Source of Variation | DF | SS MS F P
Between Groups 4 16.610 | 4.153 | 0.743 | 0.567
Residual 50 |279.449 | 5.589

Total 54 | 296.060

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.567).
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049
The power of the performed test (0.049) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually
exists. Negative results should be interpreted cautiously.
o Después de la adicion de BDNF
RSP1 después de la aplicacion de BDNF en los grupos INC
One Way Analysis of Variance lunes, septiembre 10, 2018, 01:00:18 p. m.
Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones
Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.080)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
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Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks lunes, septiembre 10, 2018,
01:00:18 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Group N Missing Median 25% 75%

Control INC BDNF 11 |0 125.781 124.540 | 127.678
3NP BNDF 11 |0 102.237 100.581 | 105.349
AC5 BDNF 11 |0 132.502 123.725 | 141.520
PreAC3NPINCBDNF |11 |O 132.161 123.943 | 139.915
AC3NP INC BDNF 11 |0 147.470 145.024 | 150.567

H = 40.998 with 4 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks | g P<0.05
AC3NP INC BDNF vs 3NP BNDF 472.000 8.883 | Yes
AC3NP INC BDN vs Control INC B 279.000 6.549 | Yes
AC3NP INC BDN vs PreAC3NP INC | 203.000 6.330 | Yes
AC3NP INC BDNF vs AC5 BDNF 196.000 9.101 | Yes

AC5 BDNF vs 3NP BNDF 276.000 6.478 | Yes

AC5 BDNF vs Control INC BDNF 83.000 2.588 | No

AC5 BDNF vs PreAC3NP INC BDNF | 7.000 0.325 | Do Not Test
PreAC3NP INC BDNF vs 3NP BNDF | 269.000 8.388 | Yes
PreAC3NP INC vs Control INC B 76.000 3.529 | Do Not Test
Control INC BDNF vs 3NP BNDF 193.000 8.961 | Yes

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found
between the two rank sums that enclose that comparison. For example, if you had four rank
sums sorted in order, and found no significant difference between rank sums 4 vs. 2, then you
would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3vs. 1 (4 vs. 3and 3 vs. 2 are
enclosed by 4 vs. 2: 4 32 1). Note that not testing the enclosed rank sums is a procedural rule,
and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference between the
rank sums, even though one may appear to exist.

*Comparacion de los grupos en los cuales se arrojé “Do Not Test”
Modulacién BDNF AC-5y PreAC/3-NP INC

Mann-Whitney Rank Sum Test lunes, septiembre 10, 2018, 01:38:32 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones
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Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.225)

Equal Variance Test: Passed (P =0.920)

Group N Missing Median 25% 75%
AC5 BDNF 11 |0 132.502 123.725 | 141.520
PreAC3NP INCBDNF |11 |0 132.161 123.943 | 139.915

Mann-Whitney U Statistic= 59.000
T =128.000 n(small)= 11 n(big)=11 (P =0.948)
The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P = 0.948)

Modulacion BDNF Control INC y PreAC/3-NP INC

Mann-Whitney Rank Sum Test lunes, septiembre 10, 2018, 01:43:15 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.515)

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Group N Missing Median 25% 75%

Control INC BDNF 11 0 125.781 124540 127.678

PreAC3NP INC BDNF 11 0 132.161 123.943 139.915
Group N Missing Median 25% 75%
Control INC BDNF 11 |0 125.781 124.540 | 127.678
PreAC3NP INCBDNF |11 |O 132.161 123.943 | 139.915

Mann-Whitney U Statistic= 37.000
T =103.000 n(small)=11 n(big)=11 (P =0.131)

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically

significant difference (P =0.131)

e Comparacion del PPR antes y después de la adicion de BDNF de cada grupo
o Grupo: Control
Paired t-test: lunes, agosto 27, 2018, 10:54:17 a. m.

Data source: Data 1 in Notebook1
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Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.439)
Treatment Name N Missing | Mean | Std Dev | SEM
Control 4 1 1533 |0.251 0.145
Control BDNF 4 1 1.321 |0.154 0.0889
Difference 4 1 0.211 | 0.104 0.0600

t =3.526 with 2 degrees of freedom. (P = 0.072)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.0466 to 0.469

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that
the difference is due to chance (P =0.072)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.454
The power of the performed test (0.454) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually

exists. Negative results should be interpreted cautiously.

o Grupo: 3-NP

Paired t-test: viernes, agosto 24, 2018, 12:39:51 p.m.

Data source: PPR por experimento in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.095)
Treatment Name N Missing | Mean Std Dev | SEM

3NP 6 1 1.305 0.185 0.0827
3NP BDNF 6 1 1.238 0.201 0.0897
Difference 6 1 0.0673 | 0.0685 0.0306

t=2.195 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -0.0178 to 0.152
Two-tailed P-value = 0.0931

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that
the difference is due to chance (P = 0.093)

One-tailed P-value = 0.0466

The sample mean of treatment 3NP exceeds the sample mean of treatment 3NP BDNF by an
amount that is greater than would be expected by chance, rejecting the hypothesis that the
population mean of treatment 3NP BDNF is greater than or equal to the population mean of
treatment 3NP. (P = 0.093)

Power of performed two-tailed test with alpha = 0.050: 0.390
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o Grupo: AC-5

Paired t-test:

viernes, agosto 24, 2018, 12:40:58 p.m.

Data source: PPR por experimento in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.639)
Treatment Name N Missing | Mean | Std Dev | SEM
AC 8 1 1.603 | 0.391 0.148
AC BDNF 8 1 1.356 | 0.174 0.0656
Difference 8 1 0.246 | 0.282 0.107

t=2.311 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -0.0145 to 0.507
Two-tailed P-value = 0.0602

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that
the difference is due to chance (P = 0.060)

One-tailed P-value = 0.0301

The sample mean of treatment AC exceeds the sample mean of treatment AC BDNF by an
amount that is greater than would be expected by chance, rejecting the hypothesis that the
population mean of treatment AC BDNF is greater than or equal to the population mean of
treatment AC. (P = 0.060)

Power of performed two-tailed test with alpha = 0.050: 0.492

o Grupo: PreAC/3-NP

Paired t-test: lunes, agosto 27, 2018, 01:51:28 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 Todos vs todos

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.522)
Treatment Name N Missing | Mean | Std Dev | SEM
Pre AC 7 0 1.404 | 0.362 0.137
Pre AC BDNF 7 0 1.162 | 0.218 0.0825
Difference 7 0 0.242 |0.162 0.0611

t = 3.966 with 6 degrees of freedom. (P = 0.007)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.0929 to 0.392

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there
is a statistically significant change (P = 0.007)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.898
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o Grupo: AC/3-NP
Paired t-test: lunes, agosto 27, 2018, 05:43:44 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 Todos vs todos

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.271)
Treatment Name N Missing | Mean | Std Dev | SEM
AC3NP inc 4 0 1.371 | 0.269 0.134
AC3NP BDNFinc |4 0 1.086 | 0.0936 0.0468
Difference 4 0 0.286 | 0.223 0.111

t = 2.565 with 3 degrees of freedom. (P = 0.083)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.0687 to 0.640

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that
the difference is due to chance (P = 0.083)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.372
The power of the performed test (0.372) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually
exists. Negative results should be interpreted cautiously.
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MODULACION DE BDNF (en los grupos donde no se vio efecto o se observé una
disminucién)

o Comparacion entre el porcentaje de amplitud de la RSP1 de todos los grupos

o Antes de la adicién de BDNF
One Way Analysis of Variance miércoles, junio 06, 2018, 01:19:40 p.m.
ANOVA condiciones control

Data source: Mod de Bdnf no efecto in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.563)
Equal Variance Test: Passed (P =0.056)
Group Name | N | Missing | Mean Std Dev | SEM
control 11|10 100.000 | 1.037 0.313
3np 11 |0 100.000 | 2.443 0.736

pre AC 3np 11 |0 99.788 | 1.884 0.568

AC 3np 11 |0 99.997 | 1.741 0.525
Source of Variation | DF | SS MS F P
Between Groups 3 0.367 0.122 | 0.0359 | 0.991
Residual 40 | 136.210 | 3.405

Total 43 | 136.577

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.991).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049

The power of the performed test (0.049) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually

exists. Negative results should be interpreted cautiously.

o Después de la adicion de BDNF
RSP1 después de la aplicacion de BDNF en grupos NE/DIS

One Way Analysis of Variance lunes, septiembre 10, 2018, 01:46:04 p. m.
Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks lunes, septiembre 10, 2018,
01:46:04 p. m.
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Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Group N Missing Median 25% 75%
Control DIS BDNF 11 |0 93.394 91.102 94.281
3NP BNDF 11 |0 102.237 100.581 | 105.349
AC5 BDNF 11 |0 132.502 123.725 | 141.520
PreAC3NP NEBDNF |11 | O 102.527 102.368 | 103.811
AC3NP NE BDNF 11 |0 101.463 100.479 | 103.033

H = 42.849 with 4 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks | g P<0.05
AC5 BDNF vs Control DIS BDNF 484.000 9.109 | Yes

AC5 BDNF vs AC3NP NE BDNF 290.000 6.807 | Yes

AC5 BDNF vs 3NP BNDF 232.000 7.234 | Yes

AC5 BDNF vs PreAC3NP NE BDNF 204.000 9.472 | Yes
PreAC3NP NE B vs Control DIS B 280.000 6.572 | Yes
PreAC3NP NE B vs AC3NP NE BDNF | 86.000 2.682 | No
PreAC3NP NE BDNF vs 3NP BNDF 28.000 1.300 | Do Not Test
3NP BNDF vs Control DIS BDNF 252.000 7.858 | Yes

3NP BNDF vs AC3NP NE BDNF 58.000 2.693 | Do Not Test
AC3NP NE BDNF vs Control DIS B 194.000 9.008 | Yes

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found
between the two rank sums that enclose that comparison. For example, if you had four rank
sums sorted in order, and found no significant difference between rank sums 4 vs. 2, then you
would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1and 3vs. 1 (4 vs. 3and 3 vs. 2 are
enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed rank sums is a procedural rule,
and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference between the
rank sums, even though one may appear to exist.

*Comparacion de los grupos en los cuales se arrojé “Do Not Test”
Modulaciéon BDNF 3-NP y PreAC/3-NP NE

Mann-Whitney Rank Sum Test lunes, septiembre 10, 2018, 01:53:44 p. m.
Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.559)
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Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Group N Missing Median 25% 75%
3NP BNDF 11 |0 102.237 100.581 | 105.349
PreAC3NP NEBDNF |11 |0 102.527 102.368 | 103.811

Mann-Whitney U Statistic= 55.000
T =121.000 n(small)= 11 n(big)=11 (P =0.743)
The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P = 0.743)

Modulacion BDNF 3-NP y AC/3-NP NE

Mann-Whitney Rank Sum Test lunes, septiembre 10, 2018, 02:00:17 p. m.

Data source: Data 1 in RSP1 comparaciones

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P=0.791)

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Group N Missing Median 25% 75%
3NP BNDF 11 |0 102.237 100.581 | 105.349
AC3NP NEBDNF |11 |0 101.463 100.479 | 103.033

Mann-Whitney U Statistic= 45.000
T =142.000 n(small)=11 n(big)=11 (P =0.325)

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P = 0.325)

o Comparacion del PPR antes y después de la adicion de BDNF de cada grupo

o Grupo: Control
Paired t-test: viernes, agosto 24, 2018, 12:31:26 p.m.
Data source: ppr por experimento in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Signed Rank Test begun
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Wilcoxon Signed Rank Test viernes, agosto 24, 2018,
12:31:26 p.m.
PPR

Data source: ppr por experimento in Datos Ceci

Group N Missing Median 25% 75%
Control 5 1 1.079 1.029 1.185
Control BDNF | 5 1 1.087 0.991 1.202

W=2.000 T+=6.000 T-=-4.000
Z-Statistic (based on positive ranks) = 0.365
P(est.)= 0.855 P(exact)= 0.875

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that it
is due to chance (P =0.875).

o Grupo: PreAC/3-NP
Paired t-test: viernes, agosto 24, 2018, 12:42:37 p.m.

Data source: PPR por experimento in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.468)
Treatment Name N Missing | Mean Std Dev | SEM

pre AC/3-NP 5 1 1.169 0.0673 0.0337
pre AC/3-NP BDNF |5 1 1.126 0.0577 0.0289
Difference 5 1 0.0423 | 0.0207 0.0103

t =4.094 with 3 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.00942 to 0.0752
Two-tailed P-value = 0.0264

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there
is a statistically significant change (P = 0.026)

One-tailed P-value = 0.0132

The sample mean of treatment pre AC/3-NP exceeds the sample mean of treatment pre AC/3-
NP BDNF by an amount that is greater than would be expected by chance, rejecting the
hypothesis that the population mean of treatment pre AC/3-NP BDNF is greater than or equal to
the population mean of treatment pre AC/3-NP. (P = 0.026)

Power of performed two-tailed test with alpha = 0.050: 0.772
Power of performed one-tailed test with alpha = 0.050: 0.919

o Grupo: AC/3-NP
Paired t-test: viernes, agosto 24, 2018, 12:43:54 p.m.
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Data source: PPR por experimento in Datos Ceci

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.577)
Treatment Name N Missing | Mean Std Dev | SEM

AC+3-NP 8 1 1.137 0.168 0.0635
AC+3-NP BDNF 8 1 1.084 0.123 0.0466
Difference 8 1 0.0525 | 0.0824 0.0311

t = 1.687 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -0.0237 to 0.129
Two-tailed P-value = 0.143

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that
the difference is due to chance (P =0.143)

One-tailed P-value = 0.0713

The sample mean of treatment AC+3-NP does not exceed the sample mean of the treatment
AC+3-NP BDNF by an amount great enough to exclude the possibility that the difference is due
to random sampling variability. The hypothesis that the population mean of treatment AC+3-NP
BDNF is greater than or equal to the population mean of treatment AC+3-NP cannot be rejected.
(P =0.143)

Power of performed two-tailed test with alpha = 0.050: 0.296

The power of the performed test (0.296) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually
exists. Negative results should be interpreted cautiously.

Power of performed one-tailed test with alpha = 0.050: 0.440

The power of the performed test (0.440) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually
exists. Negative results should be interpreted cautiously
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