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1. RESUMEN

El ozono (O3) es uno de los principales contaminantes oxidantes a nivel mundial, diferentes estudios
sefalan que la exposicidon prolongada puede ocasionar un estado de estrés oxidativo, ocasionando

alteraciones en la dinamica del cerebro como lo son los procesos de memoria y aprendizaje.

Por otro lado, diferentes investigaciones han demostrado que las bayas especialmente las que
contienen alto contenido de flavonoides muestran una gran actividad antioxidante. En este sentido la
baya de Aristotelia chilensis conocido cominmente como Maqui Berry, ha demostrado tener el mayor
contenido de flavonoides, al ser comparado con otros tipos de bayas comerciales. A su vez, se ha

reportado en diversos estudios de estrés oxidativo, la gran capacidad antioxidante de MQ.

En nuestro laboratorio analizamos el posible efecto antioxidante y neuroprotector del extracto de
Maqui Berry CHI2 (MQ), en un modelo murino de estrés oxidativo provocado por la exposicion

cronica a 0.25ppm de Os.

Para ello, utilizamos ratas macho de 250-300g de peso de la cepa Sprague Dawley, los cuales fueron
expuestos a aire libre de O3 6 a 0.25 ppm de Os por 4 horas diarias, durante 30 dias, 1 hora después
de cada sesién de exposicidn, a los animales se les administré via oral una dosis de vehiculo (agua) o
dosis de 50 6 100mg/kg de MQ. Al final de los tratamientos se les entreno en una prueba de evitacion
pasiva (PEP), que mide la memoria de corto y de largo plazo, después de la PEP los animales fueron
sacrificados y los cerebros removidos, el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala fueron

disecados.

Se evaluo el efecto antioxidante de MQ en la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala, sobre
algunos marcadores de estrés oxidativo como: 4-hidroxinonenal (4-HNE), nitrotirosina (Nt3),
malondialdehido (MDA) y los productos finales de glicacién avanzada (AGEs). A su vez, evaluamos el
efecto de la administracion de MQ sobre la concentracidn de algunos antioxidantes como: grupos Tiol

(-SH), vitamina C (VIT-C) y la actividad enzimdtica de la superdxido dismutasa total (SOD).



En el presente estudio, observamos que la administracion de las dosis de 50 y de 100 mg/kg del
extracto de MQ, resultaron efectivas para impedir el déficit cognitivo ocasionado por la exposicién
cronica a Osz. Aunado a esto, encontramos una disminucion de los diferentes marcadores de
oxidacion analizados, del mismo modo observamos una disminucion en la actividad de la SOD en

animales expuestos a Oz y tratados con las dosis de 50 y de 100 mg/kg del extracto de MQ.

En cuanto a la concentracién de antioxidantes analizados, observamos que la administracién de
50mg/kg y 100 mg/kg de MQ, en animales expuestos a Os, restablece las concentraciones de —SH a
niveles de los grupos control. Mientras que las concentraciones de VIT-C no se ven afectadas por la

administracion de ninguna de las dosis de MQ.
Con base en lo anterior, sugerimos que existe una relacién entre la proteccion a nivel cognitivo y la

actividad antioxidante de la administracion de MQ.

Palabras clave: Estrés oxidativo, memoria y aprendizaje, Maqui Berry, marcadores de estrés oxidativo,

antioxidantes, superoéxido dismutasa.



2. ABSTRACT

Ozone (0O3) is one of the main oxidative pollutants worldwide, different studies indicate that
prolonged exposure can cause a state of oxidative stress, causing alterations in the dynamics of the

brain such as memory and learning processes.

On the other hand, different investigations have shown that berries, especially those that contain a
high content of flavonoids, show great antioxidant activity. In this sense, the Aristotelia chilensis
berry, commonly known as Maqui Berry (MQ), has been shown to have the highest content of
flavonoids, when compared to other types of commercial berries. In turn, the great antioxidant

capacity of MQ has been reported in various oxidative stress studies.

In our laboratory we analyzed the possible antioxidant and neuroprotective effect of the Maqui Berry
CHI2 (MQ) extract, in a murine model of oxidative stress caused by chronic exposure to 0.25ppm of

Os.

For this, we used male rats weighing 250-300g of the Sprague Dawley strain, which were exposed to
free air of Oz or 0.25 ppm of O3 4 hours a day for 30 days, 1 hour after each exposure session, at the
animals were orally administered a dose of vehicle (water) or a dose of 50 or 100mg / kg of MQ. At
the end of the treatments, they were trained in a passive avoidance test (PEP), which measures short
and long-term memory, after PEP the animals were sacrificed and the brains removed, the

hippocampus, the prefrontal cortex and the tonsil were dissected.

The antioxidant effect of MQ on the prefrontal cortex, the hippocampus and the amygdala was
evaluated, on some oxidative stress markers such as: 4-hydroxynonenal (4-HNE), nitrotyrosine (Nt3),
malondialdehyde (MDA) and the final glycation products advanced (AGEs). In turn, we evaluated the
effect of MQ administration on the concentration of some antioxidants such as: Tiol groups (-SH),

vitamin C (VIT-C) and the enzymatic activity of total superoxide dismutase (SOD).

In the present study, we observed that the administration of the 50 and 100 mg / kg doses of the MQ

extract were effective in preventing the cognitive deficit caused by chronic exposure to Os. In addition
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to this, we found a decrease in the different oxidation markers analyzed, in the same way we
observed a decrease in the activity of SOD in animals exposed to O3 and treated with the doses of 50

and 100 mg/kg of the MQ extract.

Regarding the concentration of antioxidants analyzed, we observed that the administration of
50mg/kg and 100mg/kg of MQ, in animals exposed to O3, restores the -SH concentrations to the levels
of the control groups. While the VIT-C concentrations are not affected by the administration of any of

the MQ doses.

Based on the above, we suggest that there is a relationship between protection at the cognitive level

and the antioxidant activity of the administration of MQ.

Keywords: Oxidative stress, memory and learning, Maqui Berry, oxidative stress markers,

antioxidants, superoxide dismutase.



3. INTRODUCCION

En un balance oxido-reduccién, las moléculas oxidantes y antioxidantes dentro del organismo se
encuentran en equilibrio. Sin embargo, factores endégenos o exdgenos pueden alterar este balance,
ocasionando un exceso de oxidantes o un déficit en el sistema antioxidante, esta desregulacién en el
equilibrio oxido-reduccién es definida como “estado de estrés oxidativo”, el cual se caracteriza por

niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ERO).

Factores ambientales como el ozono (Os), pueden aumentar el nimero de ERO dentro del cuerpo
provocando un aumento de oxidantes, aumentado asi el estado de estrés oxidativo dentro del
organismo. El Os, es considerado uno de los contaminantes mas frecuentes y dafiinos a los que se
encuentra expuesta la poblacidon a nivel mundial. Es un gas que en su mayoria se genera por las
interacciones fotoquimicas entre los rayos ultravioletas provenientes del sol y las emisiones
vehiculares. La exposicion a Os incluso en concentraciones bajas (0.05 ppm), puede provocar
malestares que van desde irritacion en los ojos y dolores de cabeza hasta la exacerbacion de
enfermedades preexistentes como el asma. Mientras que concentraciones por encima de las normas

recomendadas (0.11ppm), puede ocasionar el deterioro en las capacidades intelectuales.

El sistema nervioso central (SNC), particularmente el cerebro es vulnerable al efecto oxidativo
producido por la exposicion a Os, debido a que contiene gran cantidad de lipidos, consume gran
cantidad de oxigeno y tiene bajas cantidades de enzimas antioxidantes. En el ser humano, todos estos
efectos adversos pueden ocasionar alteraciones en los procesos cognitivos como lo son la memoria y

el aprendizaje debido a que las ERO regulan la plasticidad cerebral.

Por otro lado, el modelo murino de estrés oxidativo por exposicion a O3, es ampliamente aceptado
para poder analizar los efectos oxidantes del O3 en el SNC. La exposicion a 0.25ppm de Oz por 4
horas diarias durante 30 dias, genera lipoperoxidacién en la membrana celular, oxidacién de
proteinas, inactivacidn enzimatica, destruccidn del DNA y apoptosis celular. En este mismo modelo, se
han hallado alteraciones en las funciones cerebrales relacionadas con los procesos de memoria y

aprendizaje.



Hoy en dia existen diferentes productos de origen natural con propiedades antioxidantes. Sin
embargo, dentro de toda esta gama de productos naturales, las bayas debido a su alto contenido de

polifenoles y en especial de antocianinas han demostrado poderosos efectos antioxidantes.

El fruto de Aristotelia chilensis conocido cominmente como maqui Berry (MQ), es considerado un
potente antioxidante natural. El MQ se ha utilizado para el tratamiento de diversas dolencias como el
dolor de garganta, fiebre, inflamacién, lesiones, migrafias y para la cura de cicatrices, mientras que en
diferentes estudios de estrés oxidativo, tanto in vivo como in vitro, ha demostrado tener efectos
antioxidantes. Por otro lado, a diferencia de otro tipo de bayas, el MQ ha demostrado tener el mayor
contenido de flavonoides, especialmente de antocianinas, al ser comparado con otros tipos de bayas
comerciales. Por lo que el MQ resulta ser un excelente candidato para evaluar sus efectos
antioxidantes y posiblemente neuroprotectores, en un modelo de estrés oxidativo provocado por la

exposicién crénica a Os.



4. OBJETIVOS

Objetivo general:
Analizar el efecto neuroprotector y antioxidante del extracto de MQ, en un modelo de estrés

oxidativo por exposicién a Os.

Objetivos particulares:

e Analizar el efecto del extracto de MQ sobre la memoria de corto y de largo plazo, por medio de la

prueba de evitacion pasiva, en las ratas expuesta a Os.

e Determinar el efecto antioxidante del extracto de MQ, en el hipocampo, la corteza prefrontal y la
amigdala, sobre el contenido de algunos marcadores de dafio oxidativo (4-HNE, MDA, AGEs y Nt3) en

los animales expuestos a Os.

e Evaluar si el extracto de MQ, modula la actividad de la SOD en el hipocampo, la corteza prefrontal y

la amigdala de los animales expuestos a Os.

e Evaluar si el extracto de MQ, altera la concentracidn de la vitamina C y de los grupos tiol (-SH) en el

hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala de los animales expuestos a Os.



5. ANTECEDENTES

La memoria, sus tipos y caracteristicas.

La memoria es la capacidad para usar nuestro conocimiento adquirido como producto de las
experiencias. Es uno de los atributos mds importantes que poseen los organismos y cuya ausencia
puede resultar devastadora [1]. El aprendizaje y la memoria son propiedades del cerebro que nos
permiten adquirir, retener y evocar diferentes tipos de informacién. Por definicién el aprendizaje es la
adquisicion de nueva informacién, mientras que la memoria es la capacidad de retener la informacién

adquirida y de evocarla ya sea de manera consciente o inconsciente [1-3].

Como resultado de los procesos de aprendizaje y memoria, los animales pueden modificar su
conducta cuando se exponen a estimulos relevantes a los que se han enfrentado anteriormente [4],
permitiéndoles tomar ventajas de las experiencias y situaciones previas y ayudandoles a resolver los
problemas de manera mas eficiente, en el caso del ser humano, el aprendizaje y la memoria nos
permiten reconocer hechos familiares, predecir eventos, reconocer lugares particulares y nos permite

poder evaluar las consecuencias de nuestros actos [1].

La memoria en cuanto a su temporalidad se puede clasificar en:

Memoria de corto plazo, la cual es una informaciéon en un principio almacenada de forma labil
(vulnerable a interferencias e interrupciones) y transitoria la cual puede ser desechada al cabo de

algunos minutos u horas (menos de 4 horas) [4].

Memoria de largo plazo, es de duracién mas prolongada va de dias, meses, afios o durar para toda la
vida [1]. Esta memoria, se subdivide en dos tipos principales: La memoria declarativa o explicita y la
memoria no declarativa o implicita, que gracias a estudios realizados en primates y en pacientes
amnésicos se han delineado algunas de las estructuras implicadas en sus procesos generando un

modelo taxonémico (Figura 1) [5-8].



Memoria de largo plazo

Declarativa o B
HEChOS ey EvVentos N
Brocedimental Condicionamiento ﬁg':::(;iz:tji\e/zs
rocedimen on
(habilidadesy Priming clasico
habitos)

Respuestas Respuestas
emocionales musculares

Lobulo temporal  CUerpo  nNeoeorteza Amigdala Cerebelo Arco reflejo
medial estriado

Figura 1. Taxonomia de los sistemas de la memoria de largo plazo en los mamiferos [9]. La taxonomia
enumera las estructuras cerebrales que se consideran especialmente importantes para cada forma de

memoria declarativa y no declarativa.

La memoria declarativa (explicita): es la memoria de eventos, lugares, hechos y personas y depende
en gran medida del |6bulo temporal medio del diencéfalo [2,6,10], otra caracteristica de este tipo
memoria es que la evocacién de la informacidn se realiza de forma consciente, ya que se puede
describir con palabras [1]. A su vez la memoria declarativa se puede subdividir en memoria episddica

y en la memoria semantica [2].



La memoria episddica se refiere a la capacidad de volver a experimentar un evento personal en el
contexto, en el cual ocurrié originalmente (por lo tanto, también es conocida como memoria

Ill

autobiografica) [9-11]. Este tipo de memoria contiene el “qué", "donde" y "cuando" de la informacidn
y es el tipo principal de memoria codificada en nuestra vida diaria [2]. La duracidn de su
almacenamiento depende en gran medida de la atencién personal de cada individuo, como ejemplo,
se puede recordar la cena que se tuvo con un amigo y su familia durante afios, sin embargo, se puede

olvidar otros detalles (como el nombre de sus hijos) que estan asociados con el evento [11].

Por otro lado, la memoria semdntica estd condicionada por la educacidon y es el conocimiento
enciclopédico del mundo que nos rodea, incluye lenguaje y conocimiento de habilidades
especializadas, en los cuales no necesariamente se pueda evocar el donde y cuando se adquirio esa
informacién [1,2,12]. Ayuda al individuo a asignar una funcidn (darle su significado) a una palabra. Por
ejemplo, si a un nifio se le da una tiza y una pizarra, el jugard con ellos en lugar de escribir;
familiarizandose con estos elementos formando una memoria con respecto al color y la forma de la
tiza y la pizarra (aunque desconozca sus funciones). Y entonces, cuando se le ensefia al nifio a
conocerlos por sus nombres, 'pizarra' y 'tiza', mientras se le instruye a usarlos para escribir, la

memoria semantica comenzara a formarse [11].

La adquisicién de la memoria declarativa es un proceso en el cual se requiere de tres fases [6,12]:

1. Codificacion. Este es el procesamiento inicial de la informacidn en la cual se capturan detalles sobre
los estimulos y el entorno para su posterior consolidacién (procesamiento de la informacién para
almacenarla).

2. Almacenaje. Retencién de la informacién codificada que permite mantenerla a largo plazo de
tiempo.

3. Recuperacidon o evocacion. Utilizar la informacién retenida para su posterior uso, creando una

representacidn consciente del suceso o para ejecutar una respuesta motora aprendida.
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Durante la ultima década se han tratado de establecer con mayor especificidad que areas del l16bulo
temporal medio, son las que se encuentran mayormente involucradas con el almacenamiento de la
informacién en la memoria declarativa [1,5]. Se han propuesto que la formacion hipocampal
(compuesta por el hipocampo propiamente dicho, la circunvolucién dentada, el complejo subicular, y
la corteza entorrinal) asi como a las cortezas perirrinal adyacente y parahipocdmpicas, como
estructuras clave en los procesos de la memoria declarativa [5]. Sin embargo, estudios en los cuales se
realizaron lesiones selectivas de dichas estructuras, han demostrado que las deficiencias neménicas
resultantes no son de la misma magnitud [13]. Lo que sugiere que ciertas estructuras se encuentran
mayormente implicadas en la memoria declarativa que otras, por ejemplo, la lesién de la corteza
perirrinal produce una mayor alteracidon sobre la memoria que cuando se lesiona el hipocampo, a

pesar que muchos autores le adjudiquen una importancia primordial a este ultimo [1].

La memoria no declarativa (implicita): se refiere a situaciones en las cuales el aprendizaje adquirido,
se refleja en el rendimiento, en lugar de recuerdos manifiestos [14]. Esta memoria es el resultado de
procesos de aprendizaje no conscientes realizados a través de habitos y habilidades, mediante
estimulacién o sensibilizaciéon previa, y en los que interviene la musculatura esquelética o bien
respuestas emocionales y de aprendizaje no asociativo [1,6], para ejemplo, de lo anterior se
encuentran el realizar tareas, como el abotonar una camisa, atar un cordén de zapato, nadar o andar
en bicicleta, son tareas que no dependen de un esfuerzo consciente pero estan basadas en memorias

motoras previamente aprendidas [11].

La memoria implicita se puede dividir en cuatro subsistemas, los cuales son: procedimental
(habilidades y habitos), el del primming, condicionamiento clasico o aprendizajes asociativos basicos
(que a su vez se puede subdividir en respuestas emocionales y musculares), y el de los aprendizajes no

asociativos [8,14].

La memoria procedimental se refiere a las tendencias adquiridas gradualmente que son especificas de
un conjunto de estimulos y que con el tiempo pueden guiar el comportamiento. La ejecucidn de los
movimientos adquiridos se realiza cada vez de forma mas rdpida y precisa con la practica. La memoria

procedimental a menudo se le relaciona con el estriado, la corteza motora y el cerebelo [1,10].
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El primming es un efecto por el cual la exposicidn a un estimulo previo puede facilitar o entorpecer
una ejecucion, debido a la informacidn a la cual se tuvo acceso recientemente [1,15]. Por ejemplo, si
una persona lee una lista de palabras, incluida la palabra “tabla”, y luego se le pide completar una
palabra comenzando con tab , la probabilidad de que ese individuo escriba tabla es mayor que si no
hubiera leido anteriormente la lista de palabras [5]. Varios autores [1,5,6], coinciden que el sustrato

neuronal implicado con el primming, es la neocorteza.

El condicionamiento clasico (condicionamiento pavloviano) es una forma de aprendizaje en la cual un
estimulo, el estimulo condicionado (CE), viene a indicar la ocurrencia de un segundo estimulo, el
estimulo no condicionado (NCE). Los NCE, suelen ser estimulos biolégicamente significativos, como la
comida o el dolor, que pueden provocar una respuesta desde el inicio (respuesta no condicionada o
NCR). EI CE generalmente no produce una respuesta particular al principio, pero después de
acondicionarla provoca la respuesta condicionada (CR). Por ejemplo, si se hace sonar una campana
(CE) emparejado repetidamente con carne (NCE), estimulo que provoca salivacion a un perro, el
animal con el simple hecho de escuchar la campana llegara a evocar la misma respuesta (salivacion)
(CR), que con la carne (NCR) [15]. En el condicionamiento clasico se han asociado principalmente
estructuras del cerebro, como el cerebelo y la amigdala ademas de verse involucrada la musculatura

esquelética [1].

Aprendizaje no asociativo se refiere al comportamiento recién aprendido a través de la exposicidn
repetida a un estimulo aislado. El nuevo comportamiento se puede clasificar en dos procesos:

habituacion y la sensibilizacion [1].
La habituacién se encuentra ligada a la repeticion de un estimulo, lo que conduce a una disminucién

en la respuesta. Mientras que la sensibilizacidn consiste en un aumento de la respuesta a un estimulo

debido a la introduccién repetida del mismo [15].
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Estructuras asociadas a la memoria

Como se mencioné en el apartado anterior, existen diferentes formas de clasificacidon de la memoria,
como la memoria de largo plazo (declarativa y no declarativa) y la memoria de corto plazo [4-6]. Se ha
descrito que sus diferentes tipos se almacenan en distintas regiones del cerebro interconectadas
entre si. Para la memoria de largo plazo declarativa, que se refiere a eventos, asi como hechos e
informacién generales, hay tres areas importantes del sistema limbico asociados a ella: el hipocampo,
el neocdrtex y la amigdala. Mientras que la memoria no declarativa, se basa principalmente en los
ganglios basales y el cerebelo [1-6]. Finalmente la corteza prefrontal, se encuentra implicada en la

regulacion de la memoria de corto plazo [4].

El hipocampo

La palabra hipocampo proviene del latin hippocampus cuyo significado etimoldgico es “caballito de
mar” por su similutud con la especie marina. El hipocampo es una estructura perteneciente al
sistema limbico, el cual forma parte del I6bulo temporal medial, se encuentra localizado en ambos

hemisferios cerebrales debajo de la neocorteza [16].

Al hipocampo se le incluye en la formacién hipocampal, la cual estd formada por: el giro dentado
(GD), el subiculum (S), el presubiculum, el parasubiculum vy la corteza entorrinal (CE).
Anatémicamente el hipocampo se divide en dos regiones principales el GD y los cuernos de Ammodn

(CA) que se numeran del 1 al 4 (CA1-CA4) (Figura 2) [17].

A nivel morfoldgico el hipocampo se encuentra conformado por dos tipos principales de células: las
granulares del GD vy las células piramidales de los CA. El GD se localiza por debajo de las células
piramidales. El hilus (Hil) es la regidon que se encuentra entre las dos hojas de celulas granulares del
GD. En los CA existe una subdivisién, en la cual a la capa de las células piramidales se le denomina
stratum piramidale, la zona basal de estas neuronas se nombra stratum oriens, y la zona apical se

denomina stratum lucidum [16-18].
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Figura 2. Esta es una seccion sagital del cerebro de una rata, que muestra el hipocampo, CA: cuernos

de Ammodn 1-3, GD: giro dentado, Hil: hilusy S: subiculum [19].

El hipocampo recibe dos fuentes de informacion: las aferencias subcorticales, que proyectan del
septum medial a través del fornix, y las aferencias neocorticales que convergen en la CE llegando al
hipocampo por la denominada via perforante. La CE recibe la mayoria de sus aferencias de la corteza
perirrinal y la corteza parahipocampal. La principal eferencia del hipocampo es el S, quien a su vez
envia proyecciones a la CE. La CE estda compuesta por subdivisiones mediales y laterales, ademas
recibe informacién sensorial que se proyecta al GD a través de la via perforante. Esta informacién se
envia del GD a los CA de la siguiente forma: el conjunto de axones de las células granurales forman las
fibras musgosas, las cuales forman una proyeccidn hasta llegar a las células piramidales de CA3, los
axones de CA3 emiten colaterales denominadas “colaterales de Schaffer”, que inervan a las células
piramidales de CA1 [16,18]. Las sinapsis entre la CE con GD, GD con CA3 y CA3 con CA1l, forman el

circuito trisindptico del hipocampo (Figura 3).
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COLATERALES DE
SCHAFFER

Figura 3. Se observa la comunicacién del hipocampo, la cual es una red mayoritariemnte uni-
direccional con aferencias de la CE y forma conexiones con el GD y las células piramidales de CA3 por
medio de la via perforante. A su vez, las neuronas de CA3 también reciben aferencias del GD por
medio de las fibras musgosas. Ellas mandan axones a las células piramidales de CA1 a través de las
colaterales de Schaffer. Por otro lado, CA1 también recibe aferencias de la via perforante y envia
axones hacia el S. Estas neuronas a su vez envian la principal eferencia del hipocampo hacia la CE

imagen modificada de [20].

Por otro lado, el hipocampo es una estructura del cerebro ampliamente relacionada con la memoria
[1]. Lesiones en el hipocampo producen efectos severos sobre la consolidacion de la memoria
declarativa, la cual como se ha descrito en apartados anteriores involucra las asociaciones entre
hechos y eventos [2,6,10]. Ademds se ha descrito que la memoria de tipo espacial, también se
encuentra relacionada con el hipocampo [1].
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Una de las primeras evidencias sobre la relacion del hipocampo y la memoria fue descrita por Brenda
Millner y William Scoville en 1957 quienes describieron, el caso de un paciente llamado H.M. (siglas
ficticias del paciente). Este paciente sufria de un caso muy grave de epilepsia y fue intervenido
quirurgicamente con el objetivo de aliviar sus convulsiones. La cirugia practicada a este individuo de
27 afios consistid en la ablacidon del l6bulo temporal. Como consecuencia las crisis epilépticas
desaparecieron, pero también presento la deficiencia nemdnica mas devastadora jamas observada:
era incapaz de formar nuevas memorias. El nivel intelectual del paciente H.M. no se vi6 alterado, pero
olvidaba los eventos de la vida diaria tan pronto ocurrian era incapaz de recordar a las personas que
lo rodeaban cotidianamente (las enfermeras y los médicos, por ejemplo, a quienes olvidaba tan
pronto salian de su habitacién) y no recordaba dénde se encontraba o como habia llegado hasta ese
lugar. Un dato importante a sefialar del caso del paciente H.M. es que podia hacer uso de su
memoria de corto y de largo plazo. Su verdadero problema radicaba en que no podia consolidar la

nueva informacién [1,7].

Los investigadores a partir de las evidencias del caso H.M., se dieron a la tarea de replicar en modelos
animales, la lesion de este paciente y ademas se interesaron por lesionar selectivamente
las estructuras del Iébulo temporal para evaluar sus efectos sobre la memoria [21,22]. El
hipocampo es una de las estructuras que mas atencién ha recibido, debido a que reportes clinicos
han vinculado las lesiones del hipocampo con una perdida de la capacidad nemodnica declarativa
[24]. Ademds en animales las lesiones selectivas de esta drea causa un déficit en el aprendizaje vy

la memoria en un gran rango de tareas espaciales [25].

Una de las pruebas para evaluar la memoria espacial es el laberinto acudtico de Morris, la cual
consiste en una tina grande de 1-2 metros de diametro, llena de agua con una plataforma sumergida
en su interior que el animal no puede ver. La tarea consiste en varios ensayos en los cuales el animal
es colocado en el agua y éste debe encontrar la plataforma con el fin de evitar seguir nadando.
Después de varios intentos el animal aprende a localizar mas rapidamente la plataforma. Lo que se
mide en el ensayo es el tiempo (latencia) en el que el animal tarda en encontrar la plataforma. Los

animales con lesiones en el hipocampo tienen dificultades en ubicar la plataforma [1].
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La corteza prefrontal

En los mamiferos la corteza prefrontal esta definida como el drea cortical que recibe proyecciones del
nucleo taldmico medial dorsal, ademads ésta drea abarca una gran extencién del I6bulo frontal de la
corteza. La corteza prefrontal recibe aferencias del area ventral tegmental y de la sustancia nigra, asi
como una via proveniente del nucleo magnocelular [25]. En la rata, la corteza prefrontal se divide en:
prefrontal medial (CPFm), orbital (CPFo) y en lateral (CPFl); a su vez la CPFm puede subdividirse en:

area anterior del cingulo (aCg), prelimbica (PL) e infralimbica (IL) (Figura 4) [26].

A) B)

N Z3®
- -

€)
aCg
CPFm

PL

CPFo I

Figura 4. En la imagen A) se observa un esquema del cerebro de la rata en donde la imagen
sombreada corresponde a la corteza prefrontal. La linea negra muestra el plano aproximado de
seccion para el corte coronal que se aprecia en la imagen B). En la imagen C), se ilustran las divisiones

de la corteza prefrontal: la corteza prefrontal orbital (CPFo), la corteza prefrontal medial (CPFm) y sus
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subdivisiones area anterior del cingulo (aCg), prelimbica (PL) e infralimbica (IL). Modificado de [25,

26].

La corteza prefrontal es un drea asociada a diferentes funciones que van desde el control oculomotor,
el proceso de atencién, la toma de decisiones, el aprendizaje y la memoria de corto plazo [1]. La
CPFm, ha sido relacionada con la memoria contextual, asociada también con el hipocampo [27]. A su
vez, se encuentra implicada en procesos emocionales cognoscitivos, como la modulacién de la
memoria asociada con estimulos aversivos [28]. Es importante sefialar que la modulacién de Ia
memoria por medio de estimulos aversivos se realiza conjunto con la amigdala, con la cual existe una

comunicacion de vias aferentes y eferentes [29].
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La amigdala

La palabra amigdala, proviene del griego “almendra” y es una estructura que se localiza en el 16bulo
temporal medial. En la rata, la amigdala es estructuralmente diversa y comprende 13 nucleos, los
cuales ademas presentan varias subdivisiones. Sin embargo, se pueden clasificar en tres grandes
grupos: 1) el grupo basolateral (nBLA), que incluye al nucleo lateral (nL), al nicleo basal (nB) y al
nucleo basal accesorio (nBa); 2) el grupo superficial o semejante a cortical (nSC), constituido por el
nucleo cortical (nCo) y el nucleo del tracto olfatorio lateral (nTOL) ; y 3) el grupo centromedial (nCM),
compuesto de los nucleos medial (nM) y central (nC) (Figura 5). Ademas, existe un conjunto de
nucleos que se consideran de forma separada, estos incluyen a las masas celulares intercaladas

y el drea amigdalo-hipocampal [30].

CAPSULA INTERNA

GRUPO BASOLATERAL
o (nBLA)
GRUPO SEMEJANTE A
CORTEZA PIRIFORME CORTICAL (nSC)

GRUPO
CENTROMEDIAL(nCM)

nTOL

nSC

Figura 5. Los principales nucleos principales de la amigdala: 1) el nBLA, que incluye al nucleo lateral
(nL), al nucleo basal (nB) y al nucleo basal accesorio (nBa); 2) el nSC, formado por el nucleo cortical
(nCo) vy el nucleo del tracto olfatorio lateral (nTOL); y 3) el nCM, compuesto de los nucleos medial

(nM) y central (nC). Imagen modificada de [30].
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La principal via aferente que llega a la amigdala es a través de del nL, el cual recibe informacion de
varias modalidades: somato-sensorial (incluyendo el dolor), gustativa, olfatoria, auditiva y visual,
provenientes de dreas talamicas, corticales, hipotaldmicas y del tallo cerebral. Esta informacion es
transmitida al nC, quien es la principal via eferente hacia otras regiones cerebrales, que modulan a
suvez la expresion de respuestas emotivas innatas y respuestas fisiologicas asociadas [31]. Estas
respuestas involucran entre otras, a las conexiones con el mesencéfalo, el puente, la medula y el
hipotdlamo, que se caracterizan por controlar las respuestas de congelamiento, la reacciéon de
sobresalto, y el aumento en la presién sanguinea, asi como reacciones autonomas y de tipo

neuroendocrino [32].

La amigdala ha sido asociada a diferentes aspectos conductuales de aprendizaje, como la respuesta
condicionada al miedo y la evitacién pasiva o inhibitoria [31]. Ademas se ha descrito que la
modulacién de estos procesos también dependen de la comunicacién de la amigdala con el
hipocampo, la corteza prefrontal, el nicleo acumbens, el nucleo caudado y el estriado, quienes
forman sistemas de memoria cuya actividad depende del tipo de informacion percibida [33,34].
A su vez, se ha descrito que en los paradigmas de evitacion pasiva y activa, tareas que involucran la
memoria de referencia, las ratas con lesiones en la amigdala, presentan dificultad en el aprendizaje de

dichas pruebas [1].

Por otro lado, en diferentes estudios se ha sefialado una relacién entre el déficit cognitivo (memoria y

aprendizaje) y el incremento de radicales libre y especies reactivas de oxigeno [35-38].
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Generacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres.

La mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (ERO), algunas de las cuales no son radicales
libres (RL) debido a que no tienen un electrén (e-) desapareado dentro de su estructura, se generan
en la cadena de transporte de electrones (CTE), como productos secundarios de la fosforilacién

oxidativa [39].

Durante la fosforilacion oxidativa los electrones pasan a través de una serie de moléculas
trasportadoras, dispuestas en complejos enzimdticos multiproteicos, embebidos dentro de la
membrana interna mitocondrial [39,40]. Una pequeiia parte de los e- que pasan por la CTE logra salir
y puede ser captada por el dioxigeno (O2) generando el radical anidn superdxido (Oz¢-), esto ocurre
principalmente en el complejo | (NADH deshidrogenasa) y el complejo Il (citocromo oxidoreductasa)
[41]. El O2¢- generado, es dismutado en H;0,, por la enzima superéxido dismutasa (SOD) este ultimo

también puede ser generado por otras enzimas como las monoxigenasas y las oxidasas [42].

El H,0,, se puede reducir parcialmente a el radical hidroxilo (¢OH) en presencia de metales de
transicidon como el Fe?*, por medio de la reacciéon de Fenton [42]. El *OH es sumamente reactivo e
interacciona con lipidos, proteinas y ADN haciendo de su formacion sumamente dafiina para las

células [41,43].

Por otro lado, el O,e- puede interactuar con el radical 6xido de nitrégeno (NOe), produciendo
especies reactivas de nitrégeno (ERN). EIl NOe se genera a partir de L-arginina por una familia de
enzimas llamadas éxido nitrico sintasas (NOS), que incluyen NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial
(eNOS) y NOS inducible (iNOS), ubicados en el citosol. En contraste con estos, la NOS mitocondrial
(mtNOS), la a-isoforma de nNOS, se encuentra en la mitocondria, donde la coexistencia de NOe y
O.¢- resulta en la formacién de peroxinitrito (ONOO-), a su vez el NOe puede reaccionar con el O,
generando NO;e [44]. El NO;e puede interactuar con los grupos tioles de las proteinas, mientras que
el ONOO- puede unirse al aminoacido tirosina resultando en la nitracién de esta, formando la
nitrotirosina (Nt3), ademas pueden iniciar reacciones de lipoperoxidacién [40]. Cuando se incrementa
la generacién de ERO de manera prolongada [45], se ocasiona dafio oxidativo en diferentes drganos y

sistemas [43].
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Daio oxidativo en el cerebro

El cerebro es muy susceptible al dafio por ERO y RL, debido a que las neuronas presentan un alto
contenido de 4cidos grasos poliinsaturados PUFAs = Poly- Unsaturated Fatty Acids, que son

susceptibles a la peroxidacion lipidica (LP) [43].

La LP, es el resultado del ataque de ERO en el doble enlace de acidos grasos como el acido
araquiddénico o acido linoleico. El proceso de LP se puede dividir en tres etapas: iniciacién,

propagacion y terminacion (Figura 6) [46].

LH+'OH——> L + H.0

ac. graso radical
alquilo

Iniciacion
'+ 0 ——— LOO

radical peroxi lipidico

LOO"# LH— LOOH +

hidroperoxido ProDaQaClon

lipidico

'+ — L +L
dimero de acido graso

L'+LOO0" —— LOOL

dimero de peroxido

Terminacion

Figura 6. En la imagen se aprecian las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion del proceso de

oxidacion de lipidos.
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En la fase de iniciacion algunos radicales como el *OH o el NO® pueden substraer un electrén del
acido graso insaturado (LH) transformandolo en un radical alquilo (Le), el cual puede reaccionar con el
O, para generar radicales peroxi lipidicos (LOOe). En la fase de propagacion los radicales LOOe se
transforman en hidroperéxidos lipidicos (LOOH) al reaccionar con los dobles enlaces de otros acidos
grasos adyacentes, que a su vez se transforman en mas radicales Le, generando reacciones en cadena
[47-50]. Los LOOH son relativamente estables, sin embargo, en presencia de metales de transicion
pueden sufrir reacciones semejantes a la de Fenton, produciendo diferentes endoperdxidos que al
descomponerse forman aldehidos como el 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE) o el malondialdehido (MDA),
gue son capaces de unirse a los aminoacidos de las proteinas y al ADN, modificando su estructura y
alterando su funcionalidad [51,52]. Por ultimo, la fase de terminacién se da entre dos radicales para

formar un no radical [43].

Ademads de los procesos de lipoperoxidacion antes mencionados, las proteinas y carbohidratos
también son suceptibles de sufrir alteraciones por las ERO y ERN. Para ejemplo de lo anterior, se ha
reportado que el aumento en las ERN como el ONOO- puede generar la nitracion de los residuos de
tirosina en las proteinas, pruduciendo Nt3, este Uultimo interfiere con la funcion de las
macromoléculas y promueve la agregacion de otras proteinas. Se ha reportado que las
concentraciones elevadas de Nt3 son neurotoxicas para las neuronas motoras [53,54], ademas ha sido
reportado que la nitracidn de proteinas asociadas al citoesqueleto, como los neurofilamentos, actina
o tubulina ocasionan modificaciones en los mecanismos de transporte intracelular, que conllevan a la

muerte neuronal [54].

A su vez, se ha descrito que moléculas toxicas como los productos finales de glicacién avanzada
(AGEs) contribuyen al dafio en muchas enfermedades como la diabetes, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas [55-57]. Los AGEs, son un grupo heterogéneo
de productos irreversibles resultantes de glicacién y oxidacién de proteinas, acidos nucleicos vy lipidos
[55]. Los AGEs se forman por glicacidn, que es una reaccidn no enzimatica entre cetonas o aldehidos y
los grupos amino de varias proteinas [56]. La glicacion de proteinas ocurre tanto en condiciones
normales como hiperglucémicas. Este proceso comienza con la conversiéon de aductos de base de

Schiff reversibles en compuestos de Amadori (fructosaminas y cetoaminas), los cuales al oxidarse
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forman los AGEs [58]. Concentraciones altas de ERO contribuyen a la formacion de AGEs, los cuales

han sido asociados a la disfuncién mitocondrial y muerte celular [59].

Por otro lado, la generacion excesiva de ERO en el cerebro bajo condiciones patoldgicas produce que
en la neurona pre-sinaptica se libere un exceso de glutamato, un neurotransmisor excitador, el cual es
captado por el receptor NMDA en la neurona post-sinaptica [45]. Generando un incremento en el
nivel intracelular de Ca?*, el incremento de Ca?* puede hacer que se forme un poro de transicion
mitocondrial interna (PTM), reduciendo el potencial electroquimico de protones, lo que conlleva a
una disminucidn de adenosin trifosfato (ATP) [60]. La disminucién de ATP disminuye la actividad de la
ATPasa Na'/K*, esto provoca una salida de iones K* y una entrada masiva de agua y Na* a la célula,

causando edema y muerte neuronal por necrosis [61].

Aunado a lo anterior, la LP de los acidos grasos de la membrana neuronal puede disminuir su fluidez y
aumentar su permeabilidad para diferentes iones incluidos el Ca%*. El aumento en la concentracion de
Ca?*, activa proteasas, lipasas y endonucleasas. Al activarse las proteasas estas pueden generar dafio
en proteinas membranales y de citoesqueleto, mientras que las lipasas y endonucleasas, favorecen la

hidrdlisis de lipidos y la fragmentacion del ADN respectivamente [45].

Por otro lado, en el cerebro procesos inflamatorios son otro detonante en el daifo neuronal, el
incremento de ERO puede activar el factor de transcripcion nuclear kB (NFkB). El cual juega un papel
fundamental en la regulacidn de la expresion de genes pro inflamatorios, como la iNOS o la enzima

ciclooxigenasa 2 (COX-2) las cuales pueden contribuir al dafio en el cerebro [46].

A su vez, tanto la microglia como los astrocitos se pueden activar por cambios en el microambiente,
una vez activados liberan citocinas y otros mediadores, que se han relacionado con la muerte
apoptotica de las neuronas. En particular, la interleucina-1p (IL-1B), el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) y NOe [45,46]. Los efectos dafiinos en el cerebro, se encuentran resumidos en la Figura 7.
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Figura 7. Imagen que muestra el daio producido por el aumento de ERO, que llevan a la neurona a la
muerte adaptado de [45]. El aumento de ERO produce un aumento en la liberacién de glutamato, el
cual incrementa los niveles de Ca?* intracelular disminuyendo los niveles de ATP y propiciando la
formacién de un poro de transiciéon en la mitocondria, el déficit de ATP disminuye la actividad en las
bombas de ATP Na*/K*, lo que provoca una entrada masiva de agua y sodio, causando edema celulary
muerte necrética. A su vez, la oxidacién de la membrana, altera su fluidez contribuyendo al paso de
mds iones Ca?* exacerbando el dafio. El incremento de dafio mitocondrial y la activacién de proteasas,

lipasas y endonucleasas llevan a la neurona a la muerte por apoptosis.

25



Se ha descrito que factores ambientales, como la contaminacion del aire, pueden incrementar la

produccién de ERO y de RL [38, 62].

El Ozono (03)

A nivel de la superficie terrestre, el ozono (Os) es considerado uno de los contaminantes del aire mas
frecuentes a los que se encuentra expuesta la poblacion a nivel mundial. El O3 es un gas altamente
oxidante considerado una ERO, cuya molécula estd compuesta por tres dtomos de oxigeno. El O3, se
forma a partir de las interacciones entre la luz solar (rayos UV) y los éxidos de nitrogeno e

hidrocarburos provenientes de emisiones de los vehiculos y de las fabricas. [62].

En el ser humano, la exposicién a Os puede ocasionar dafio en diferentes érganos, el cual varia
dependiendo de la concentracién del mismo [63]. Actualmente en México, existen limites permisibles
sobre las concentraciones de Os, con el fin de evitar efectos dafiinos en la salud de la poblacién y son:
0.095 ppm x 1h de exposicion o de 0.07 ppm x 8h de exposicidon [64]. Las afecciones por la exposicion
a O3 incluyen el incremento de enfermedades respiratorias [65], inflamacidon en los pulmones,
diminucién en la funcién pulmonar [66,67], fatiga y dolor de cabeza [68], ademds se ha reportado
que puede ocasionar el deterioro en las capacidades intelectuales como la memoria [69,70]. La

concentraciéon de O3 y los dafos en la salud se encuentran resumidos en la Tabla 1.

Concentracion Efectos daiiinos a la salud
de Os (ppm)
0.05 Incremento de afecciones respiratorias
0.13-0.22 Inflamacién en pulmones

Disminucion en la funcién pulmunoar

0.37 Fatiga y dolor de cabeza

0.2-0.3 Deterioro en la memoria

Tabla 1. Se pueden observar diferentes concentraciones de Oz vy el dafio que causan a la salud

humana.
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Por otro lado, en modelos animales, se han evaluado los efectos nocivos de la inhalacién de O3 vy se
ha reportado que este gas causa dafios severos al epitelio pulmonar alveolar [71, 72]. Ademas, se ha
propuesto que durante la fase aguda de exposiciéon a O3, predomina la necrosis celular debido a la
citotoxicidad directa de la generacién de RL, los RL a su vez incrementan la generacién de ERO y de
especies reactivas de nitrogeno (ERN), exacerbando el dafio [73]. Cuando la produccidon de EROS y
ERN excede los sistemas de defensa antioxidante de los pulmones [74], estas especies reactivas
pueden llegar a diferentes partes del cuerpo a través del torrente sanguineo, incluido el cerebro, y

causar un estado de estrés oxidativo (EO) generalizado (Figura 8) [75,76].

* DEFENSAS
ANTIOXIDANTES | SRS/l VAN (). <l -ccococinocssmnmanoaninonns @

Figura 8. Imagen que muestra la via por la cual el O3 causa dafio en el cerebro. Al ser inhalado el O3,
llega a los pulmones incrementando las ERO y ERN, las cuales al sobrepasar los sistemas de defensa,

pueden viajar a través del torrente sanguineo y llegar hacia el cerebro.
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Estrés Oxidativo inducido por el O3 en el cerebro

El cerebro es particularmente vulnerable al EO generado por la exposicién al Os, debido a su gran
contenido de acidos grasos polinsaturados susceptibles a la oxidacidn y a una baja cantidad de
defensas antioxidantes [46]. En este sentido, los efectos adversos de la exposiciéon a 0.25ppm de O3
en el cerebro resultan en la lipoperoxidacién de la membrana celular, oxidacion de proteinas,
alteraciones en la actividad enzimatica antioxidante, destruccidn del DNA y apoptosis celular [35,36].
En el mismo modelo, se han observado otras caracteristicas como el aumento en la activacién de
procesos inflamatorios, la acumulacién de las proteinas B-amiloide y de la forma hiperfosforilada de
Tau en el hipocampo [77]. A su vez, se han reportado alteraciones en las concentraciones de los
neurotransmisores, asi la exposicion a Os por largos periodos de tiempo afecta los niveles de la
serotonina (5HT) produciendo alteracién del ciclo suefio y vigilia en ratas macho [78], disminucién en
la concentracion de ACh [79], mientras que la exposicién a corto y largo plazo de Os produce

disminucién de la actividad motora en ratas macho, modulada por dopamina (DA) [37].

En este contexto, se ha sugerido que los cambios bioquimicos y estructurales observados en el
modelo del animal expuesto a O3 pueden converger en problemas de plasticidad cerebral, que

conducen a déficits en la memoria y el aprendizaje [38,77].

Defensas antioxidantes.

Los antioxidantes son definidos como sustancias que, en bajas concentraciones respecto a un sustrato
oxidable, puede retrasar o inhibir la oxidacién [80]. Pueden actuar de diferentes formas:
a) Disminuyendo las concentraciones de los oxidantes.
b) Evitando la iniciacion de reaccion en cadena, deteniendo la actividad de los radicales libres o
especies reactivas que se forman.
¢) Uniéndose a metales de transicidn para evitar la formacién de especies reactivas.
d) Transformando perdxidos en productos con menos reactividad.

e) Deteniendo la propagacién y el aumento de radicales libres y especies reactivas [81].
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Las defensas antioxidantes encargadas de mantener el equilibrio oxido-reduccién en el organismo se
pueden clasificar en antioxidantes de tipo endégenos como la SOD, la glutation peroxidasa (GPx) y la
catalasa (CAT) y los exdgenos los cuales provienen de la dieta: vitaminas, aminodacidos e incluso

metabolitos secundarios de productos naturales [82].

Superodxido dismutasa (SOD)
En los mamiferos la SOD se presenta en diferentes formas y con diferente localizacién celular (Figura

9).

7N
a ?\ Citoplasma

L

X\_\g //

Nucleo

Membrana celular

Figura 9. Imagen que muestra la distribucidon de las diferentes subunidades de la SOD en la célula.
La SOD1 se encuentra en el nucleo y el citoplasma, la SOD2 se encuentra dentro de la mitocondria y la

SOD3 se encuentra a nivel extracelular.
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La SOD1 es una molécula de 32 kDa con un Cu y un Zn por cada subunidad de 153 aminodcidos, con
un centro catalitico de cobre-zinc (SOD Cu-Zn), sin embargo, solo el cobre tiene importancia catalitica,
mientras que el zinc le confiere estabilidad a esta enzima [83]. Esta enzima se encuentra en el

citoplasma, y en la membrana externa de la mitocondria.

El gen de esta enzima en el humano se encuentra en el cromosoma 21, en la regidén 21g22; esta

compuesto por 5 exones y 4 intrones [84].

La SOD2 manganeso (SOD Mn), es un homotetrdmero con un peso de 22 kDa por subunidad y posee
un Mn3* por mondémero [85]. Se encuentra ubicada en la membrana interna mitocondrial. El gen de la
SOD2, en el ser humano se encuentra ubicado en el cromosoma 6 en la regién 6925, y al igual que la

SOD1 se encuentra compuesto de 5 exones y 4 intrones [86].

Finalmente la SOD3, que al igual que la SOD1 tiene un centro catalitico de cobre-zinc, se localiza en la
matriz extracelular [87]. La SOD3 es la Unica proteina extracelular que puede eliminar el O;¢—, es una
proteina tetramérica de 135 kDa y 22 aminodacidos, posee una homologia del 60% con la SOD1, su gen

se encuentra organizado en 3 exones y 2 intrones.

La familia de enzimas SOD catalizan la reaccion de dismutacion del O;e-:

2020-+2H" — H;0; + 0,

Si tomamos en cuenta a la SOD1, el mecanismo de la reaccién, se lleva a cabo en dos pasos y es el

siguiente:

Primera parte de la reacciéon (Eliminacidn del primer superéxido y reduccién del cobre) (Figura 10). En
esta primera parte el O,¢- llega al centro de reaccién y se une por una interaccién electrostatica, a la
arginina 143, una vez aqui, el O2e— puede transferir su e- desapareado al Cu?* que transforme al metal
en su estado de menor oxidacion (Cu*), esta transferencia ocasiona que el enlace entre el Cu y la

histidina 63 se protone. El O, formado se disocia de la arginina 143 y se libera [88].
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Figura 10. Imagen que muestra la primera parte de la reaccién de dismutacién (Eliminacién del primer

superoéxido y reduccion del cobre).

Segunda parte de la reaccion. Transformacién del segundo anién peréxido en perdxido de hidrégeno
y regeneracion del centro catalitico. (Figura 11). La segunda parte de la reaccién de dismutacidn inicia
de manera similar a la primera, una vez mas un Oze- se une a la arginina 143 por medio de una
interaccion electrostatica, aunado a esto, se genera en la proximidad del centro catalitico, la
protonaciéon de una molécula de agua (Hs30"). El e- recibido por el Cu en la primera parte de la
reaccién, es ahora transferido al segundo O,e-, permitiendo la oxidacién del Cu a Cu?*. Los dos e- que
posee en este momento el superdxido puede formar dos enlaces covalentes con dos protones, uno de

ellos es donado por la molécula del agua protonada, y el otro por la histidina 63, lo que favorece que
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se restablezca el enlace que originalmente formaba con el Cu?*, esto permite la liberacién del H202 y

la regeneracién de la enzima la cual queda preparada para otro ciclo catalitico [88].

s,
s Nitrogeno

O Oxigeno
o Carbono

Q Hidrogeno

® [ lcciron

Figura 11. Segunda parte de la reaccion de dismutacién (Transformacion del segundo anién perdxido

en peroxido de hidrégeno y regeneracién del centro catalitico).
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Glutatién peroxidasas (GPx):

La GPx es el nombre genérico que se le da a una familia de isoenzimas que se caracterizan por estar
constituidas de una triada catalitica compuesta de selenocisteina, glutamina y triptéfano, debido a la
selenocisteina a este grupo de enzimas se les conoce como selenoproteinas. La selenocisteina es un
analogo de la cisteina, sin embargo, en lugar del grupo tiol caracteristico de la cisteina, la
selenocisteina contiene un grupo selenol que posee selenio, este grupo es indispensable para llevar a
cabo la catdlisis redox [89]. Se han descrito 4 isoenzimas de GPx en los mamiferos: la GPx clasica (GPx-
1), la cual se localiza en el citosol de casi todos los tejidos, la GPx gastrointestinal (GPx-2), se localiza
en el higado y tracto intestinal, la GPx de tipo plasmatica (GPx-3), se encuentra en fluidos
extracelulares de varios tejidos principalmente en el rifion y la GPx de fosfolipidos (GPx-4), se localiza

en la membrana y citosol de varios tejidos principalmente en testiculos, higado, rifion y pulmén [90].

En se han descrito cuatro isoformas de GPx, se muestran en la siguiente tabla:

Isoenzima de GPx

Localizacion en la célula

Estructura que presenta

Peso molecular kDa

GPx-1 Citosol Homotetramero 88
GPx-2 Citosol Homotetramero 88
GPx-3 Fluidos extra-celuares Homotetramero 92
GPx-4 En citosol y membrana Mondémero 19.7

celular

Tabla 2. Se observa la distribucién, la estructura y el peso molecular de las diferentes Isoenzimas de la

GPx.

La GPx requiere de un tripéptido llamado glutation reducido (GSH), para poder reducir el H,0: a agua.
El GSH es uno de los grupos tiol mdas estudiados se encuentra conformado por: acido glutamico,
cisteina y glicina (Figura 12), se ha descrito que la capacidad reductora de las isoenzimas de GPx
dependen de las concentraciones del GSH. El grupo sulfhidrilo (-SH) del GSH que contiene en su
residuo de cisteina puede utilizarse para inactivar especies reactivas tanto de oxigeno como de

nitrégeno [90].
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Figura 12. Estructura del tripéptido glutation, formado por: acido glutamico, cisteina y glicina.
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Durante el mecanismo catalitico de las GPx, un selenol (proteina Se-) reacciona con H;02 o con

ONOO- para dar origen a un acido selénico (proteina SeOH):

Proteina Se- + ROOH + H* — " ROH + Proteina SeOH
El primer GSH es entonces enlazado:
Proteina- SeOH-GSH —H,0 + Proteina-Se-SG

El segundo GSH es enlazado:

Proteina-Se-SG-GSH — Proteina- SeH-GSSG — Proteina Se- + H* + GSSG

La forma resultante del GSH oxidado es el GSSG, consiste en dos moléculas de disulfuro unidas entre

si (Figura 13).
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Figura 13. Se observa la estructura del GSSG, que consiste en dos moléculas unidas de disulfuro.

El GSSG es vuelto a su forma reducida por medio del glutation disulfuro reductasa (GSR). La GSR utiliza
NADPH como como cofactor para reducir GSSG a dos moléculas de GSH. EIl NADPH requerido por la
GSR es proporcionado principalmente por la via de las pentosas fosfato en su fase oxidativa [89], en la

siguiente reaccion se observa el proceso anterior:

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP

Catalasa (CAT):

La CAT, es una de las enzimas mas rapidas que existen. Una molécula de CAT cataliza la

transformacién de alrededor de 1X107 moléculas de sustrato por segundo. La CAT cataliza la

descomposicion del H,0; en oxigeno y agua:

H,0, — 2H,0 + 02
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Se conocen tres tipos de CAT: la CAT tipica (CAT mono funcional), CAT-per oxidasa y Manganeso- CAT
[91].

La CAT tipica tiene una masa de 50 a 65 kDa, se encuentran compuestas por cuatro subunidades
idénticas de alrededor de 480 aminoacidos por subunidad. El extremo amino terminal comprende los
primeros 70 aminodcidos, y a partir del él se extiende una region globular constituida de los otros tres

dominios: un barril-B, un dominio de conexién y el dominio a-helicoidal [92].

La CAT-peroxidasa son homodimeros con subunidades de 65 a 85 kDa. Cada subunidad de la enzima
contiene un grupo hemo el cual suele ser el protohemo —IX; sin embargo, también se han reportado
grupos hemo distintos. Las CAT-peroxidasas estan ampliamente distribuidas en bacterias, pero solo se
han descrito en cuatro géneros arqueoabacterias, y en los microorganismos eucariotas solo se han

encontrado en los hongos [93].

La Manganeso-CAT, pueden ser homohexameros u homotetrameros, cuyas subunidades de 30kDa
muestran un arreglo de cuatro hélices-a anti paralelas entre las que se encuentran inmersos los dos
atomos de Mn. El sitio activo de dimanganeso se encuentra coordinado por los residuos de histidinas,
glutamatos y/o aspartatos provenientes de las cuatro hélices antiparalelas. Los dos atomos de Mn, a

su vez, se encuentran unidos entre si por un oxigeno [93].

La expresion de la CAT en los mamiferos es muy variable por ejemplo: en eritrocitos y en el higado es
muy elevada, alta en tejido adiposo y rifién, moderada en el pancreas y pulmones, y baja en corazény
en el cerebro [93]. La mayor parte de la CAT se encuentra localizada en los peroxisomas, sin embargo

en los eritrocitos es citosdlica [92].

Ademas de los sistemas de defensa enddgenos, el cuerpo humano también utiliza antioxidantes
exégenos provenientes de la dieta para limitar la sobreacumulacidn de ERO y RL. Estos incluyen, pero
no se limitan a, acido ascérbico también nombrado cominmente como vitamina C, a- tocoferol

conocido como vitamina E y los flavonoides [46].
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La vitamina C (VIT-C)

La VIT-C, es el enantiomero S del acido ascorbico y es clasificada como un nutrimento indispensable
en la dieta, debido a que el ser humano, no tiene la capacidad de sintetizarla. Las mayores fuentes de
VIT-C presente en los alimentos son: la toronja, guayaba, mango, chile, nopal y perejil entre otros
[94]. En el organismo la VIT-C a pH fisioldgico se puede encontrar en forma de anién ascorbato (ASC)
(Figura 14). La VIT-C se encuentra implicada en funciones fisiolégicas como en la biosintesis de

coldgeno, la carnitina y de algunos neurotransmisores, particularmente de las catecolaminas [95].

HO OH HO o

0" Y "OH 0” " “OH
OH OH

acido ascorbico anion ascorbato

Figura 14. El 4cido ascorbico en los organismos.

La absorcién de la VIT-C depende principalmente de dos tipos de transportadores el transportador de
vitamina C de sodio tipo 1 (TVCS1) y tipo 2 (TVCS2). Sin embargo, el TVCS2 es el que se encuentra
asociado para su transporte hacia el citosol de la neurona desde el plasma. Por otro lado, los

astrocitos pueden absorber la VIT-C a través de transportadores de glucosa (GLUT) [96].

El cerebro es uno de los érganos que presentan una gran cantidad de VIT-C y las neuronas pueden
alcanzar concentraciones de 10 mmol / L [96]. En las neuronas una de sus principales funciones es la
de un potente agente antioxidante, puede neutralizar radicales libres, como el O;¢—, ¢OH y LOOe. Sin
embargo, una de las caracteristicas peculiares de la VIT-C es tener la capacidad de regenerar
antioxidantes como el a-tocoferol [94]. Por ejemplo, el radical a-tocoferilo generado en la membrana

celular como consecuencia de la accidon del a-tocoferol como antioxidante, reacciona con la VIT-C
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regenerandolo a su estado reducido, a su vez la VIT-C puede ser regenerada por la accién del GSH

[94,96].

Por otro lado, se han evaluado los efectos protectores de la VIT-C en el SNC y se ha reportado que la
administracién intraperitoneal de 125 mg/kg de la VIT-C, en el modelo animal de la enfermedad de
Alzheimer (EA), basado en el metabolismo de la proteina precursora del amiloide del ser humano vy la
presenilina 1 (APP/PS1), impidié el dafio cognitivo en pruebas de memoria espacial y disminuyé la
formacion de agregados del péptido Beta amiloide (Ba) [97]. En otro estudio utilizando el mismo
modelo animal, se observé que la administracién de 1335 mg/kg de VIT-C via oral mejord los procesos
de memoria y aprendizaje, disminuyd la oxidacidon de proteinas y aumentd la concentracion del
antioxidante GSH [98]. A su vez se ha reportado un papel antioxidante y antiinflamatorio de la VIT-C
en un modelo de EA provocado por la administracion de colchicina. En este modelo de EA se ha
reportado que la colchicina incrementa los niveles de ERO y de marcadores inflamatorios como el
TNF-a y la IL-1B en el hipocampo. En el mismo modelo, se observé que la administracién de 200 y 400
mg/kg de VIT-C, previno alteraciones en la memoria de trabajo y de referencia. Ademas se reporté

una disminucion en las concentraciones de ERO y de los marcadores inflamatorios [99].

El a-tocoferol

Los tocoferoles y tocotrienoles (colectivamente conocidos como tocoles) son compuestos
monofendlicos, y comprenden un grupo de ocho homdlogos de cromanol que poseen actividad de
vitamina E. Sin embargo, de entre ellos, el a-tocoferol (Figura 15), posee la mayor capacidad

antioxidante [100].

alfa tocoferol

Figura 15. Molécula del a-tocoferol.
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En la dieta el a-tocoferol se encuentra principalmente en el aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de
palma y el grano de trigo [101]. Es el principal antioxidante liposoluble dentro de la célula inhibiendo
formas reactivas de los radicales libres de oxigeno, principalmente es la encargada de proteger a los
acidos grasos insaturados de la oxidacién, previendo la LP ya que puede reaccionar con LOOQs,
formando el radical a-tocoferilo, el electron desapareado resultante se deslocaliza sobre el anillo
aromatico, lo que hace que sea insuficientemente reactivo para abstraer un protén de un LH contiguo
impidiendo la LP en cadena [100]. En el cerebro existen mecanismos para una mayor captacion y
retencion del a-tocoferol en comparacion con otros tejidos esto se da por medio, de la proteina de
transferencia del tocoferol (PTT). La PTT es también esencial para mantener los niveles altos del a-

tocoferol en el cerebro [102].

Por otro lado, en un ensayo controlado con placebo, pacientes con EA tratados con 2000 IU de a-
tocoferol mostraron retraso en el desarrollo de demencia en comparacién con el grupo control [103].
En otro estudio semejante en pacientes con EA leve y moderada la administracién de 2200 unidades
de a-tocoferol, durante 5 afos resultd en un declive funcional mas lento en comparacién con el grupo
placebo [104]. Por otro lado, la administraciéon de 241 unidades/ kg de a-tocoferol, en el modelo del
animal de EP inducido por la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), mostro una reduccién de muerte neuronal

del 20 por ciento al ser comparado con el grupo tratado solo con la 6-OHDA [105].

Los flavonoides

Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas comunes de polifenoles presentes en la dieta del
ser humano [106,107] y su ingesta diaria varia de 20 mg -500 mg [108]. Se encuentran presentes
en las frutas, vegetales y en gran variedad de plantas utilizadas para preparar diferentes infusiones

[106].

Los flavonoides se caracterizan por compartir un esqueleto en comun, compuesto de dos anillos de

fenilo (anillos A y B), unidos por una cadena de tres atomos de carbono formando un anillo

heterociclico (anillo C) cerrado con el anillo bencénico A (Figura 16) [109].
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Figura 16. Estructura basica de los flavonoides.

Los flavonoides pueden ser clasificados en varios subgrupos segun el grado de oxidacién del anillo C,
el patrén de hidroxilacion de la estructura del anillo y la sustitucion en la posicion 3 [107]. Los
principales flavonoides que se encuentran en los alimentos son: 1) flavonoles (kaempferol,
guercetina), que se encuentran en cebollas, puerros y brdcoli; 2) flavonas (apigenina, luteolina), que
se encuentran en perejil y apio; 3) isoflavonas (daidzeina, genisteina), que se encuentran
principalmente en productos elaborados a partir de soya; 4) flavanones (hesperetina, naringenina),
gue se encuentran en frutos citricos y tomates; 5) flavanoles (por ejemplo, catequina, epicatequina,
epigalocatequina y galato de epigalocatequina), que son abundantes en el té verde, vino tinto y
chocolate; y 6) antocianidinas (delfinidina, pelargonidina, cianidina, malvidina), cuyas fuentes incluyen

el vino tinto y principalmente las bayas (Tabla 3) [106,109,110].

Por otro lado, se ha descrito a los flavonoides como potentes antioxidantes que atrapan a los
radicales libres como los *OH y LOOe bloqueando su accidn toxica y esta accién antioxidante se e basa
en su capacidad de donar protones, a su vez los flavonoides son capaces de quelar iones metalicos de
transiciéon impidiendo que se generen otras especies mas tdxicas como el *OH a través de la reaccidn

del Fenton [108].
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Tabla 3. Se observan los esqueletos de las diferentes clases de flavonoides, algunos ejemplos,

actividades antioxidantes y los alimentos que los contienen.

Estructura

Ejemplos

Efectos antioxidantes y Alimentos que los
sus concentraciones contienen

Quercetina

Administracion de 75mg/kg
de Quercetina, disminuye la
concentracion de ERO y la
muerte neuronal en un
modelo de Parkinson [117]

Cebollas, puerros y
brécoli

Daidzeina

Genisteina

Administracion de 10mg/kg
de Genisteina, disminuye la
concentracion de MDA e
impide el déficit cognitivo en
un modelo animal de
Alzheimer [118]

Soya

Naringenina

Hesperetina

Estudios in vitro han demostrado
que las concentraciones de
100nM de hesperidina posee una
potente actividad antioxidante en
células de neuroblastoma [119]

Frutos citricos y
tomates

Catequina
Epicatequina

Epigalocatequina

Administracion de 50mg/kg de
Epigalocatequina, disminuye la
lipoperoxidacion y la muerte
neuronal en un modelo de
Isquemia [120]

Té verde, chocolate

Antocianinas

Cianidina

Petunidina

Delfinidina

Malvidina

Administracion de dosis de 50
mg/kg de MQ disminuyé de forma
significativa los niveles de
marcadores de estrés oxidativo en
un modelo de accidente cerebro
vascular [121]

Bayas y vino tinto
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Los flavonoides se encuentran presentes en los alimentos en forma de flavonoides glucdsidos es decir
contienen un glucido en su estructura (generalmente sacdridos) [110]. Una vez ingeridos, los
flavonoides glucdsidos son sometidos a diferentes procesos metabdlicos [106]. Por ejemplo en el
intestino delgado, la Lactasa-Florizina Hidrolasa (LFH), que se encuentra en la membrana del borde en
cepillo de las células intestinales [111], puede hidrolizar a los flavonoides glucésidos, debido a que
exhibe una amplia especificidad de sustrato para ellos, y los flavonoides agliconas resultantes (la
forma del flavonoide sin el sacdrido unido), pueden entonces ingresar por difusién a la vena porta,
donde posteriormente pasaran por un metabolismo adicional en el higado, ya sean procesos de
glucuronidacién, sulfatacion u O-metilacidon. Sin embargo, estos procesos también pueden
presentarse en el intestino delgado [112]. Otro paso hidrolitico alternativo, es mediado por la enzima
B-Glucosidasa Citosolica (BGC), para que ocurra este hidrolisis, los flavonoides glucdsidos polares
deben ser transportados a las células epiteliales, por medio del transportador de glucosa dependiente
de sodio activo. Por lo tanto, hay dos rutas posibles por las cuales los conjugados de glucdsidos se

hidrolicen: "LFH / difusion" y "transporte / BGC" [111].

A su vez, los flavonoides que no son absorbidos en el intestino delgado pueden ser metabolizados por
el colon con ayuda de la microbiota que induce su descomposicion en diferentes acidos fendlicos
[106,112]. Después de los procesos metabdlicos efectuados en el intestino delgado, en el colon y en
higado, los metabolitos resultantes de los flavonoides, pueden llegar a la circulacién sistémica, cruzar
la barrera hematoencefdlica (BHE) y entrar en el cerebro (Figura 17) [106,113]. En este sentido, la
biodisponibilidad de los flavonoides y / o sus metabolitos en el cerebro dependera de su capacidad
para atravesar la BHE, una capacidad que a menudo ha sido asociada con la lipofilicidad [114]. Con
base en lo anterior, los flavonoides o metabolitos menos polares (es decir, derivados O-metilados),
tendran una mayor capacidad de absorcidon en el cerebro que los flavonoides mas polares y / o
metabolitos (sulfatados y glucuronidados) [106,109,114]. Sin embargo, actualmente existe evidencia
que sugiere que algunos transportadores de la BHE estan implicados en el flujo de los flavonoides
hacia el cerebro, entre ellos se encuentran: las proteinas relacionadas con resistencia a multiples
farmacos, los transportadores de aniones organicos, las proteinas transportadoras de aniones

organicos, y la glicoproteina-P [115,116].
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Figura 17. Resumen del metabolismo de los flavonoides. La hidrélisis de los flavonoides glucdsidos,
libera formas de flavonoides aglicona, que pueden ser absorbidos sin modificaciones o sujetos a
glucuronidacidn, sulfatacidon u O-metilacidn en el intestino delgado y el higado. La transformacién de
flavonoides no absorbidos ocurre a través de la microbiota intestinal. Los metabolitos resultantes

pueden llegar a la circulacidn sistémica, cruzar la BHE y entrar en el cerebro.
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Por lo que se refiere a los efectos protectores de los flavonoides en el cerebro, en modelos animales
de EA, que presentan déficit cognitivo, se ha observado mejorias en su capacidad cognitiva al ser
tratados con flavonoides purificados, por ejemplo, la administracion de 25 mg kg de fisetina (flavonol)
y de 40 mg/kg de apigenina (flavona) en ratones transgénicos (APP/PS1), presentaron mejoras
cognitivas en el aprendizaje y la memoria espacial, ademas previnieron la disminucidn de la actividad
enzimatica de SOD Y GPx presentes en estos ratones transgénicos. Ademas, se observd que estos
flavonoides pueden activar la expresién de la proteina de unién a elementos de respuesta de cAMP
(CREB) un factor de transcripcion, e incrementar la expresion de genes asociados con el re-modelado
de la sinapsis, como el del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) [122-123]. Tanto CREB
como BDNF se han asociado con el aumento en la plasticidad sinaptica, ya que se ha demostrado que
existe una mayor conexién y comunicaciéon neuronal cuando se incrementa la expresion de estos
genes. En condiciones mas severas de deterioro cognitivo, inducido por inyecciones de Ba, la
administracion de apigenina, quercetina o 5-hidroxi-6,7,40-trimetoxiflavona, lograron aminorar los

dafos a partir de una semana de tratamiento [113].

Por otro lado, en un modelo de EA se ha observado que la administracion de epicatequina previene la
formacion de ERO y disminuye la LP provocados por la inyeccion de Ba, en el hipocampo de ratas

macho [124].

Asi mismo en modelos de EP inducidos por la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o por la inyeccién del 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), se ha visto que la epigalocatequina atenua la toxicidad
y el dafio en la estructura de la sustancia nigra [124,125] ademas de disminuir marcadores de LP como

el 4HNE y depurar radicales libres en estudios similares [126].

Asi mismo, se han evaluado los efectos de la ingesta de flavonoides sobre la demencia en adultos
mayores. Para ejemplo de lo anterior, adultos mayores con discapacidad cognitiva leve, quienes
consumieron diariamente dosis de entre 444mL a 621mL de jugo de uva durante 12 a 16 semanas,
mostraron mejoria en la memoria episddica y de aprendizaje verbal [127,128], estos efectos benéficos
se presentan también con el consumo de jugo de mora azul, durante 12 semanas [129]. Mientras que
en adultos mayores con discapacidad cognitiva leve la administracion de 120mg del extracto de

Ginkgo biloba, resulté en una mejora del rendimiento cognitivo, mientras que, en pacientes con EA, el
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extracto de Ginkgo biloba logré ralentizar significativamente el deterioro cognitivo progresivo,

comparado con pacientes a los cuales se les dio un placebo [130].

Sin embargo, actualmente existen varios trabajos que han tratado de dilucidar otras posibles vias, por
las cuales los flavonoides ejercen sus efectos neuroprotectores, entre ellas destacan, la capacidad de
modulares vias de senalizacion mediadas por cinasas y la posible capacidad de regular rutas de
supervivencia celular [107]. Con base en lo anterior, se ha observado en modelos in vivo, que
productos como el té verde, la mora azul, o el Ginkgo biloba, pueden activar vias de sefializacién
relacionados con la memoria y aprendizaje entre ellas, Activacion de proteincinasas como
Ca2+/Calmodulina proteina cinasa Il (CaMKIl), proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa (B), proteina
cinasa C (PKC) y la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK), aumento en la expresidon de genes
como CREB y aumento en la cantidad de proteina BDNF [110]. A su vez, en estudios in vitro se han
reportado que flavonoides puros como el flavanol, la epicatequina y la hesperetina, activan ERK e
incrementa la fosforilacion del factor de transcripcion CREB [113]. Ademas de la activacion de las
rutas anteriormente mencionadas, los flavonoides pueden aumentar la traduccién de ARNm
especificos, como Arc el cual ha sido implicado en los cambios de fuerza sinaptica e induccion de

cambios morfoldgicos en las espinas dendriticas [110].

El Maqui Berry (MQ)

Aristotelia chilensis, (Molina) Stuntz, también conocido como “maqui”, “maki” (Mapuche), o
“queldron”, es un arbol pequeiio perteneciente a la familia Eleocarpaceae [131, 132]. Es una especie
nativa chilena que produce pequefias bayas cominmente conocidas como “maqui Berry” (MQ) que
son recolectadas en forma silvestre. Las flores y las distintas etapas de maduraciéon del MQ se

aprecian en la (Figura 18) [133].
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Figura 18. En las imagenes de la parte superior (a, b y c), se pueden apreciar las flores de color
amarillo, de 5-6mm de didmetro, las cuales se encuentran en inflorescencia y agrupadas en corimbo
de 2 a 3. Mientras que en las imdgenes de la parte inferior (d, e y f) se pueden observar los distintos
estados de maduracién del MQ, pasando de verde a rojo y finalmente a un color purpura-negro en su

etapa madura [134].
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Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz, es una especie endémica de los bosques subantarticos de Chile,

crece en varias regiones que van desde Coquimbo hasta Aysén (Figura 19). Se desarrolla muy bien en

guebradas, faldeos de cerros o margenes de bosques, principalmente crece en lugares himedos,

coloniza terrenos que han perdido su cubierta vegetal, transformandose en una especie pionera de

suelos recién quemados o explotados [134].

1

Regiones de Chile donde se
distribuye el MQ:

1. Coquimbo

2. Valparaiso

3. Metropolitana

4. Libertador General
Bernardo O' Higgins
5. Maule

6. Nuble

7. Bio-Bio

8. Araucania

9. Rios

10. Lagos

11. Avsén

Figura 19. Se observan las
regiones de Chile donde el MQ
se distribuye. Empezando desde
la regién de Coquimbo en la
zona mas al norte, hasta la

region de Aysén en el sur.
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El MQ es una baya redonda comestible de color purpura-negro brillante, de unos 5 mm de diametro,
debido a lo dulce de su pulpa es muy apreciada para su consumo fresco. En la cultura mapuche el MQ
es utilizado para curar diarreas crénicas y aliviar los sintomas asociados a la disenteria [135]. Se ha
descrito que el MQ contiene cantidades significativamente altas de flavonoides, en especial de las
antocianinas; correspondientes a 3-glucdsidos, 3,5-diglucésidos, 3- sambubidsidos y 3-sambubidsido-
5-glucésidos de delfinidina y cianidina, siendo la principal antocianina delfinidina 3-sambubidsido-5-
glucdsido (34% de antocianinas totales) [131,132]. A su vez, se ha descrito una alta capacidad
antioxidante ORAC en comparacion con otras bayas, como es el agai de Brasil o el ardndano nativo

chileno Tabla 4 [131,132].

Bayas Contenido total de Capacidad Flavonoides totales?
antocianinas antioxidante? (mg EAG/100g p.s.)
(mg/100g p.s.) (ORAC, umol ET/g
p.s.)

MQ (Aristotelia 614,12+7,32 299+0,98 1420+10,00
chilensis) (136) (136) (133)
Acai (Euterpe 347,81135,86 283+3,88 312+2,60
oleracea) (136) (136) (137)
Arandano 101,88+2,36 55,7+2,94 274,48+15,83
(Vaccinium (138) (139) (140)
corymbosum L.)

Tabla 4. Comparacion del contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante (ORAC) y contenido
de flavonoides totales en MQ, agai y arandano.

Capacidad antioxidantel: Datos expresados como pumol de equivalentes Trolox en un gramo de peso
seco (p.s.).

Flavonoides totales2: Datos expresados como mg de equivalentes de acido galico en cien gramos de

peso seco (p.s.).

Por otro lado, se ha reportado que el jugo de MQ inhibe la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y protege a las células endoteliales de del estrés oxidativo intracelular [131]. A su vez,
extractos de MQ, han mostrado un efecto protector preventivo en estudios in vivo de Isquemia /

repercusidn en corazén de ratas, que se atribuye a la reduccién de la oxidacidn lipidica y del estrés
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oxidativo [141]. Ademas de su alto poder antioxidante, se han descrito otras

actividades farmacoldgicas del extracto de MQ como: antiinflamatorias y analgésicas [142].

En el cerebro se ha descrito un efecto neuroprotector del extracto de MQ sobre las neuronas del
hipocampo incubadas con el péptido B-amiloide (Ba), MQ favorece la recuperacion en la frecuencia
transitoria del canal de calcio, una mejoria en la actividad sindptica espontanea, la preservacion de la
arborizacion dendritica y la disminuciéon de muerte neuronal. MQ puede inducir cambios en la cinética
de agregacion del Ba, produciendo variaciones en la fase de nucleacién, lo que genera menos especies
téxicas y protegera la red neuronal. Los efectos benéficos mencionados anteriormente han sido

atribuidos a la gran actividad antioxidante de MQ [143].

En un estudio reciente, el extracto de MQ disminuyd el nimero de ataques epilépticos y la muerte
neuronal en animales tratados con &cido kainico a los 17 y 32 dias después del nacimiento;

reduciendo asi el riesgo de crisis epilépticas durante desarrollo [144].

Con base en lo descrito anteriormente, el MQ resulta ser un excelente candidato para evaluar sus
efectos antioxidantes y posiblemente neuroprotectores, en un modelo de estrés oxidativo provocado
por la exposicidn crénica a Os. El modelo del animal expuesto a O3, es ampliamente aceptado para
poder analizar los efectos del estrés oxidativo en el SNC, resultando en la lipoperoxidacién de la
membrana celular, oxidacion de proteinas, inactivacién enzimatica, fragmentaciéon del DNA y
apoptosis celular. En este mismo modelo, se han hallado alteraciones en las funciones cerebrales
relacionadas con los eventos de memoria y aprendizaje. Por ejemplo, se ha reportado déficit en los
procesos de la memoria y aprendizaje y cambios bioquimicos en areas relacionadas con estos

procesos en ratas expuestas a O3 por largo plazo.

Por lo tanto, en el presente trabajo, evaluamos los posibles efectos antioxidantes y protectores del

extracto de MQ, en algunas regiones del cerebro asociadas con el rendimiento cognitivo, en un

modelo de estrés oxidativo por exposicién a Os.
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6. HIPOTESIS

Si, el extracto de Maqui berry presenta actividad antioxidante en el cerebro, entonces su
administracion en animales expuestos a 03, disminuird el dafio oxidativo, reflejandose en la

disminucién de algunos marcadores de estrés oxidativo y la prevencién del déficit cognitivo.
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7. METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Sprague Dawley (250-300 g de peso) los cuales se
colocaron en cajas de acrilico (cinco animales por caja) con acceso ad libitum, al agua y a los alimentos
(dieta Formulab 5008, Labdiet, St. Louis, MO, EE. UU.). Los animales se mantuvieron en una
habitacion con 12 h ciclo de luz / oscuridad (inicio del ciclo de luz a las 8:00 h). Los animales fueron
tratados de acuerdo con las pautas y requisitos de la Declaracién de Helsinki por la Asamblea Médica
Mundial y por el Comité de Etica de la Coordinacién de Investigacién en Salud del Instituto Mexicano

de Seguridad Social (CIS / R-2017-785-060 IMSS).

Exposicion a ozono (0s)

Durante 30 dias consecutivos, los animales fueron expuestos a una dosis constante de 0.25 ppm de O3
por 4 h al dia. Para realizar la exposicion a Os, los animales fueron colocados dentro de una camara
con un difusor conectado a un generador de flujo variable O3 (5 | / s), como se ha descrito
anteriormente [77]. El convertidor de Os se alimentdé con aire purificado filtrado. Los niveles de
producciéon de Os fueron proporcionales a la intensidad y al flujo de aire. Para monitorear que los
niveles de Os, fueran constantes a 0.25ppm dentro de la camara durante los experimentos, se
monitorearon las concentraciones de O3, por medio de un sensor (PClI Ozone y Control Systems, West
Caldwell, NJ, EE. UU.). Aunque los animales de control estuvieron expuestos a una corriente de aire
libre de O3, los mismos protocolos de exposicidon fueron utilizados para estos grupos. Después de la

exposicién, los animales fueron inmediatamente regresados a sus jaulas.

Tratamientos

El polvo de bayas de Maqui Berry CHI2 (Selva ecuatoriana, LLC, EE.UU.) fue utilizado en este estudio y
consiste en fruto de Maqui Berry molido en agua y después liofilizado (MQ). El polvo resultante es rico

en antocianinas (600 mg / 100 g de peso seco), por analisis HPLC, principalmente delfinidinas y
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cianidinas), y otros compuestos de interés, tales como derivados del 4cido elagico (14 mg / 100 g de
peso seco), flavonoles (24 mg / 100 g de peso seco) y acido clorogénico (9 mg / 100 g de peso seco)
[136]. En el presente estudio se administraron las dosis de 50 y 100 mg/kg de MQ ya que en estudios

previos, la administracion de estas dosis tuvo efectos protectores en el cerebro [144, 121].

Las ratas se dividieron al azar en siete grupos experimentales, los cuales se agruparén de la siguiente

manera (Figura 20):

Grupo 1 (NT): Ratas sin exponer al aire o al Oz, sin ningln tratamiento con vehiculo (agua) o MQ
Grupo 2 (VEH): Ratas expuestas a una corriente de aire y tratadas con 1ml de agua (VEH) por medio
de una sonda oral.

Grupos 3 (50 MQ) y 4 (100 MQ): Ratas expuestas a una corriente de aire y tratadas con 50 o 100 mg /
kg del extracto de MQ, respectivamente. El polvo de MQ (Selva ecuatoriana, LLC, EE. UU.), se disolvid
en 1 ml de agua a temperatura ambiente y se administré por medio de una sonda oral una hora
después de la exposicion a O3 o aire libre de Os.

Grupo 5 (O3): Ratas expuestas a O3 y tratadas con VEH.

Grupos 6 (03 50 MQ) y 7 (O3 100 MQ): Ratas expuestas a O3 y tratadas con 50 o 100 mg / kg de polvo

MQ liofilizado, respectivamente.

Prueba de evitacion pasiva (PEP)

Veinticuatro horas después del ultimo tratamiento, se realizé la prueba de evitacion pasiva (PEP) para
cada grupo. La PEP, se utiliza como una manera de evaluar la memoria de corto y de largo plazo. El
animal se condiciona con un estimulo aversivo y posteriormente se valora si recuerda esa experiencia.
Para llevar a cabo esta prueba se utiliza una caja con dos compartimentos, uno claro y otro oscuro,
separados entre si por una puerta en forma de guillotina. En el compartimento claro hay una luz
enfocando directamente a la rata, mientras que en el oscuro hay un circuito cerrado que producira
pequenas descargas eléctricas. Esta prueba requiere que las ratas aprendan a inhibir su tendencia
natural a pasar de una camara iluminada a un compartimento no iluminado donde se le aplica la

descarga. Todos los animales fueron entrenados una vez para realizar la PEP [145].
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La memoria de corto y de largo plazo (10 min y 24 h después del entrenamiento, respectivamente)
fueron evaluadas. En resumen, las ratas fueron colocados en un aparato (OMNIALVA®, México) que
consiste principalmente en dos cdmaras: un compartimento de seguridad (blanco) y un
compartimento de shock (negro) divididos entre ellos por una puerta en forma de guillotina. La
duracion del estimulo fue controlada automaticamente y las latencias (adquisicion y escape) fueron

medidas manualmente con crondmetros.

Durante el entrenamiento (fase de adquisicién), cada animal fue colocado en el compartimento de
seguridad durante 10 seg. Luego, se levantd la puerta de tipo guillotina y se registré el tiempo
requerido para la que el animal cruzara al compartimiento de castigo (latencia de adquisicion). Una
vez que el animal se desplazé y colocd sus cuatro extremidades en el compartimento de castigo, la
puerta se cerrd y se dispard una sola descarga eléctrica (3mA durante 5seg). Inmediatamente
después, la puerta se abrid y el tiempo requerido para que el animal regresara al compartimento de
seguridad (latencia de escape) fue medido. El animal permanecid en el compartimento de seguridad

durante 30 s antes de volver a su alojamiento.

Diez minutos (memoria a corto plazo) y 24 h (memoria a largo plazo) después del entrenamiento, se
realizd la fase de retencion, en la cual el animal fue colocado nuevamente en el compartimento de
seguridad durante 10 seg, después de este tiempo la puerta de tipo guillotina fue abierta. Se registré
el tiempo en que el animal permanecié en el compartimento de seguridad antes de entrar al
compartimento de castigo (latencia de retencién). Se dio por concluida la prueba cuando el animal
entré en el compartimiento de castigo o permanecié en el compartimento de seguridad durante 600

s. Los experimentos se realizaron a la misma hora del dia y en condiciones idénticas.

Una vez concluidas las PEP, se selecciond al azar una muestra de cada grupo experimental (n = 8).
Finalmente, los animales fueron sacrificados por decapitacion, y se disecaron el hipocampo, la corteza
prefrontal y la amigdala. El tejido se colocd en tubos de microcentrifuga de 2.0 ml, con nitrégeno
liquido y se almacenaron para su conservaciéon en un ultracongelador a —70°C para su posterior

analisis (Figura 20).
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Western Blot

Los tejidos se homogeneizaron en un tampon de lisis (150 mM NaCl, 20 mM de Tris-HCI, 10% de
glicerol, 5 mM de EDTA y 1% de NP-40; Roche, Mannheim, Alemania), adicionado con un céctel de
inhibidores de proteasas Complete TM (Sigma-Aldrich Saint Louis MO, EE. UU.), en una proporcién de
1 ml de tampdn / 1 g de tejido a 4 ° C. Las muestras homogeneizadas se centrifugaron a 15,000 rpm
por 15 min a 4 ° C para obtener en el sobrenadante las proteinas totales. La concentracion de
proteina se determind a una absorbancia de 280nm, con un espectrofotometro Nanodrop®

(Thermofisher Scientific, Waltham CA, EE. UU.).

Las proteinas (30 pg) se separaron mediante electroforesis por gel de poliacrilamida (10% SDS- PAGE),
con un sistema Mini-Protean (BioRad, Hercules CA, EE. UU.) Y transferido a membranas de
nitrocelulosa (Merck Millipore, Burlington MA, EE. UU.). Las membranas fueron bloqueadas con 5%
de leche en polvo descremada diluida en un buffer de solucién salina TBS-Tween-20 (0.05%) a
temperatuira ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron a 5°C, durante la noche con los
anticuerpos primarios. Marcadores preestablecidos (BioRad, Hercules CA, EE. UU.), se incluyeron para

la determinacion del peso molecular proteico.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos diluidos en buffer TBS-Tween 20: anticuerpo policlonal de
cabra contra 4-hidroxinenal (4- HNE) (Millipore AB5605; Merck Millipore, Burlington MA, Estados
Unidos; diluido 1:3,000); anticuerpo monoclonal de ratdén contra nitrotirosina (Nt3) (Santa Cruz sc-
101358; Santa Cruz CA, Estados Unidos; diluido 1:1,500) y monoclonal de ratén anticuerpo contra a-
tubulina (Santa Cruz sc- 398103; Santa Cruz CA, Estados Unidos; diluido 1:1,000). Después de la
incubacién con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween-20, e incubadas
durante una hora, con anticuerpos secundarios acoplados peroxidasa de rdbano picante (Santa Cruz,
diluidos 1:10,000). Las bandas inmunorreactivas se detectaron usando un sistema de
guimioluminiscencia mejorado (Merck Millipore, Burlington MA, EE. UU.). Cuando sea necesario, las
membranas fueron despojados utilizando una solucién reblot (Merck Millipore, Burlington MA, EE.
UU.). La sefial de la quimioluminiscencia se analizé6 con C-DiGit® Blot Scanner, (Li-Cor Biosciences,
Lincoln NE, EE. UU.), con un periodo de adquisicién de 12 minutos y la imagen se analizdé con el

Software de cuantificacion Studio ™ Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln NE, EE. UU.).
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Determinacién de malondialdehido (MDA)

El MDA es uno de los productos finales de peroxidacion de dacidos grasos poliinsaturados y un
marcador de la actividad de radicales libres. A un pH dacido y altas temperaturas, una molécula de
MDA reacciona con dos moléculas de acido tiobarbiturico (TBA) formando aductos rosados los cuales

son detectados a 532 nm [146].

Antes de la determinacion de MDA, se realizé un paso que consistié en desproteinizar la muestra para

evitar la interferencia de los sedimentos formados por las proteinas desnaturalizadas.

La muestra (200 pul) se colocd en tubos eppendorf y se le afiadié 200 ul de acido tricloroacético (TCA)
al 20%, se agito por medio de un vortex y se incubd a 4 ° C durante 10 min, se centrifugd a 11,000 rpm

durante 3 min. El sobrenadante fue recuperado.

La curva de calibracidon con ocho puntos (0—100 uM), asi como las muestras se prepararon de la
siguiente manera: 25 ul de cualquiera de los sobrenadantes o de solucion estandar se mezclaron con
200 pl de TBA al 0,8%, se agitaron por medio de un vortex y se incubaron a 95 °C/60 min, y finalmente
a 22 °C/10 min. Al terminar, se determind la absorbancia en un espectrofotdmetro para microplacas

(EPOCH) a 532 nm para la curva de calibracién y las muestras.

Determinacion de los productos finales de glicacion avanzada (AGEs)

La determinacién de los AGEs se basoé en la deteccion espectrofluorométrica de algunos productos
fluorescentes [147]. Los homogeneizados provenientes del hipocampo, de la corteza prefrontal y de la
amigdala se diluyeron 1:50 con PBS pH 7.4 y la intensidad de fluorescencia se registré a la maxima
emision (~450 nm) tras la excitacién a 370 nm. Se utiliz6 un espectrofluorémetro
(espectrofluorémetro Fluoromax-3, Horiba, Kioto, Japén), en el cual las longitudes de onda (A) de
excitacion y emision se calibraron utilizando bisulfato de quinina 5 uM en 0,2 M de acido sulfurico. Se
establecieron las condiciones de operacidn para la evaluacién de los AGEs utilizando una solucién de
BSA (50 um) incubada con glucosa (0.5 M). La intensidad de la maxima fluorescencia de esta solucién

se obtuvo a A =450 nm por excitacion con una fuente de luz A = 370 nm. La intensidad de
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fluorescencia se expresé como unidades arbitrarias de fluorescencia (AUF), relativas a la solucion de
control. Cada medida se normalizd a una concentracion de proteina de 1 mg / ml. La intensidad de
fluorescencia fue expresado en unidades arbitrarias por mililitro de homogeneizado cerebral (AUF /

ml).
Actividad de la superdxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD total, fue medida por la reduccién de un colorante (formazan) soluble en agua.
Se siguio el protocolo de determinacion de la actividad de SOD utilizando el kit 19160 (Sigma- Aldrich,
Saint Louis, MO, EE. UU.). La tasa de reduccidn del colorante de formazan soluble en agua esta
relacionada linealmente con la actividad de xantina oxidasa e inhibida por SOD. Por lo tanto, la

actividad de SOD se puede cuantificar midiendo la disminucién de la absorbancia a 440 nm.

Las regiones del cerebro se homogenizaron en un tampdn frio que contenia KH2PO4 (100 mM), EDTA
(1 mM) y triton X al 0,1%, pH 7,5. Se incluyeron tres espacios en blanco para el ensayo: sin muestra
(blanco 1), muestra especifica sin enzima (blanco 2) y sin muestra y sin enzima (blanco 3). El espacio
en blanco 2 actia como un control para la reduccién de formazan inespecifica ya que no contiene la
enzima xantina oxidasa, por lo que toda la reduccién del formazan se tendra en cuenta para los
donantes de electrones no especificos. La actividad enzimatica se determind en un micro placa de 96
pozos, la cual se incubo a 37 °C durante 20 minutos. Todas las mediciones se realizaron a 440 nm en
EPOCH. La tasa de actividad de SOD se calculd con la siguiente ecuacién y se expresé como porcentaje

de tasa de inhibicion.

(Abs blanco 1 - Abs blanco 3) - (Abs muestra - Abs blanco 2)
= X100

(Abs blanco 1 - Abs blanco 3)
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Determinacion de los grupos Tiol (-SH)

La determinacion de los tioles se realizé mediante el reactivo de Ellman (5,5'-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico) o DTNB), siguiendo el procedimiento descrito previamente [148]. El cual, se basa en la

reaccion estequiometria entre el DTNB y los -SH de acuerdo con la reaccidon de Habeeb [149].

Para realizar esta reaccion se prepard una curva de calibracién de 8 puntos de 0-100 uM de L-
Cisteina, las muestras y la curva de calibracién se trataron de la misma manera, en donde se
colocaron 12.5 pL de DTNB, 25 pL de buffer Tris-EDTA pH 8.2 y 210 pL de agua destilada. Se
determind la primera lectura a 412 nm. Tras la lectura se incorporaron 2.5 uL del estandar o del
homogenizado se agitaron e inmediatamente se realizé la segunda lectura a la misma longitud de

onda en EPOCH.

Determinacion de la vitamina C (VIT-C)

Para evaluar la cantidad de vitamina C en las areas del cerebro, se utilizd el método descrito por
Prieto. Este método se basa en la reduccion del molibdato (VI) a molibdato (V) por la muestra,
seguido de la formacién de un complejo entre el fosfato y el molibdato (V), el cual tiene una absorcion
a 695 nm. [150]. Para su determinacion se prepard una curva de calibracién de acido ascérbico con 8
puntos de calibracién de 0-10 nM, se utilizaron 10 pL de la muestra o del estandar, se le agregaron 10
UL de agua destilida los cuales se colocaron en un tubo eppendorf, el cual contenia 200 uL de una
solucion reactiva (0.6 M de acido sulfurico, 28 mM de fosfato de sodio mobasico y 4 mM de
molibdato de amonio). Después se incubd a 95 2C durante 90 minutos. Tras esta primera incubacion,
se dejé enfriar durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se determind la
densidad 6ptica a 695 nm en EPOCH. Con los datos de la curva se calculd la concentracién de VIT-C en

cada muestra expresados en mmol/mL.
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Anadlisis estadistico

Los datos fueron primeramente analizados por medio de la prueba D’Agostino y Pearson para

seleccionar las pruebas estadisticas apropiadas para el andlisis de cada grupo de resultados.

Para una distribucidn normal, se realizd el andlisis unidireccional de varianza ANOVA (prueba
paramétrica) seguido de una prueba post hoc de Tukey. El analisis de varianza de Kruskal-Wallis
(pruebas no paramétricas) y la prueba de Mann-Whitney se utilizaron para una distribucidén no
normal. The Prism version 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) Se utilizé para calcular
valores de probabilidad. Los datos se expresaron como media + ESM (Error estandar de la media). Se

considero estadisticamente significativo un valor de p <0.05.
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Esquema metodolégico

GRUPOS EXPERIMENTALES
n=10 (1-7)
PEP= prueba de .
. 0 evitacién pasiva. Sacrificio y diseccion
_ R . de hipocampo, corteza
Ul —» 1) ST (in ningin tratamiento) & prefrontal y amigdala.
TS ;!’_\"
\;_f//é +
Animales sin exposicion a aire |
oa [l.25|:1pm 03 I !
Dia 1 IDia30 1Dia3132 | pjg 33
Analisis de marcadores de estrés
7 Administracion oral por medio de sonda: oxidativo en el hipocampo, la
corteza prefrontal y la amigdala:
2) VEH (1ml de agua) CLHNE
*Nt3
1 hora después de cada ——»-< *MDA
sesion de exposicion 3) 50 mg/kg de MQ *AGES
T 4) 1 00 mgffkg de MQ Anilisis de antioxidantes en el
g hipocampo, la corteza prefrontal
Animales expuestos a aire y la amigdala:
dhoras diarias durante 30 dias
*Actividad enzimatica de la SOD
P 0 *.5H
N : IT-C
> &
]FII‘I |
|Dia 1 IDia30 |pia31-32 Dia 33 > /

T »

Animales expuestos a 0.25ppm de 03
4horas diarias durante 30 dias

/  Administracion oral por medio de sonda:

5) VEH (1ml de agua)
1 hora después de cada — < 6) 50 mg;kg de MQ

sesion de exposicion

7) 100 mg/kg de MQ

Figura 20. Se observa el diagrama de la metodologia empleada para el presente trabajo: se utilizaron
7 grupos de animales: Grupo (1) ST animales sin ninguna manipulaciéon o tratamiento. Grupos (2-4)
animales expuestos a aire y tratados con VEH o con 50 o 100mg/kg de MQ. Grupos (5-7) animales
expuestos a 0.25 ppm de O3 y tratados con VEH o con 50 o 100mg/kg de MQ. El dia 30 terminan sus
tratamientos. Los dias 31-32 se les realizd la PEP. El dia 33 se les sacrifico y diseccionaron el

hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala para los analisis posteriores.
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8. RESULTADOS

Efectos de la administracion de MQ sobre la memoria de corto y largo plazo.

La exposicién crénica a Oz disminuyd la latencia de retencidn tanto en las pruebas de memoria a corto
plazo (Figura 21a) como a largo plazo (Figura 21b). Esta disminucién fue estadisticamente significativa
en comparacion con los animales expuestos solo al aire. Por el contrario, la latencia de retencién en la
memoria a corto y largo plazo aumentd en animales expuestos a O3 y tratados con 50 y 100 mg / kg
de MQ. Este aumento también fue significativo al ser comparados con los animales expuestos a O3 y
tratados con VEH.

a) MEMORIA DE CORTO PLAZO b) MEMORIA DE LARGO PLAZO
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Figura 21. Efecto de la administracion de 50 y 100 mg / kg del extracto de MQ en la memoria. Latencia
(seg) de retencidn de la memoria de corto (a) y largo plazo (b) en animales expuestos a una corriente
de aire 0 a 0.25 ppm de Os. NT: animales sin exponer al aire ni a O3 ni tratados con VEH (agua) o MQ
(n = 10 animales por grupo). * P <0.05 en comparacion con NT y VEH; #P <0.05 en comparacién con
03.

60



Efecto del tratamiento con MQ sobre el 4HNE y Nt3 en el hipocampo.

La administracién de ambas dosis de MQ (50 y 100 mg / kg) disminuyeron de forma significativa los
niveles del marcador de peroxidacion lipidica 4HNE en el hipocampo de animales expuestos a una
corriente de aire, en comparacion con los animales tratados con VEH (Figura 22a). Por el contrario, no

se observaron cambios en la expresion de Nt3 en estos grupos (Figura 22 b).

Por otro lado, el estrés oxidativo inducido por la exposicién a O3 aumentd significativamente los
niveles de productos de descomposicién de perdxidos derivados de acidos grasos poliinsaturados
(4HNE) y los niveles de nitracion proteica (Nt3), en comparacion con los grupos VEH (Figura 14 ay b),
mientras que la administracién de 50 y 100 mg / kg de MQ en animales expuestos a O3 disminuyd

significativamente los niveles de 4HNE y Nt3 (Figuras 22ay b).
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Figura 22. La inmunodeteccion de bandas y el analisis densitométrico de (a) 4HNE y (b) Nt3 en el
hipocampo de la rata. Los resultados se expresan como la X+ S. E. (n = 6). $ P <0.05 50MQ y 100MQ-
AIRE vs VEH-AIRE; * P <0.05 VEH-03 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ y 100MQ-03vs VEH-Os.
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Efecto del tratamiento con MQ sobre el 4HNE y Nt3 en la corteza prefrontal.

En la corteza prefrontal de animales expuestos a una corriente de aire, la administracién de 100 mg /

kg de MQ disminuyd significativamente los niveles de 4HNE y de Nt3 en comparacién con sus

respectivos grupos control (Figura 23 ay b).

Por el contrario, se observd un aumento significativo en los niveles de 4HNE y Nt3, en animales

expuestos a O3, en comparacion con los animales expuestos al aire. A su vez, la administracion de 50 y

100 mg / kg de MQ en los animales expuestos a O3 disminuyd de forma significativa la concentracion

de 4HNE y Nt3 en comparacion con los animales expuestos a O3 y tratados con vehiculo (Figura 23 ay

b).
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Figura 23. La inmunodeteccion de bandas y el analisis densitométrico de (a) 4HNE y (b) Nt3 en la
corteza prefrontal de la rata. Los resultados se expresan como la X+ S. E. (n = 6). $ P <0.05 100MQ-
AIRE vs VEH-AIRE; * P <0.05 VEH-03 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ y 100MQ-03vs VEH-Os.
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Efecto del tratamiento con MQ sobre el 4HNE y Nt3 en amigdala.

En la amigdala de animales expuestos a una corriente de aire, la administracién de 100 mg / kg de MQ
disminuyé significativamente la concentracion de 4HNE en comparacion con el grupo VEH (Figura 24
a). Ademas, la administracion de 50 y 100 mg / kg de MQ disminuyeron de forma significativa los
niveles de Nt3 en comparacién con su grupo control (Figura 24 b). Ademads, se observé un aumento
significativo en el contenido de 4HNE y Nt3, en la amigdala de animales expuestos a O3 en
comparacion con animales expuesto a una corriente de aire. Por el contrario, la administracién de 50
y 100 mg / kg de MQ en animales expuestos a O3 disminuyé significativamente el contenido de 4HNE

y Nt3 (Figura 24 ay b).
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Figura 24. La inmunodeteccion de bandas y el analisis densitométrico de (a) 4HNE y (b) Nt3 en la
amigdala de la rata. Los resultados son expresados como la X +S. E. (n = 6). $ P <0.05 100MQ-AIRE vs

VEH-AIRE; * P <0.05 VEH-03 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ y 100MQ-03 vs VEH-Os.
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Efecto del tratamiento con MQ sobre la concentracion de MDA.

En los animales expuestos a Os, la concentracion de MDA aumenté significativamente en el
hipocampo, corteza prefrontal y amigdala (Figura 25 a, b y c) cuando se compara con animales
expuestos a una corriente de aire. Ademas, el tratamiento con MQ (dosis de 50 y 100 mg / kg) en
animales expuestos a O3 disminuyd significativamente la concentraciéon de MDA en comparacion con
los animales tratados solo con VEH. Interesantemente, los niveles de MDA en animales expuestos a O3

y tratados con MQ alcanzan niveles semejantes a los controles (NT y VEH-AIRE).

a) Hipocampo b) Corteza prefrontal
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Figura 25. Efecto del extracto de MQ sobre la concentracién de MDA en el hipocampo (a), la corteza
prefrontal (b) y la amigdala (c) de ratas expuestas a una corriente de aire u O3 (0.25 ppm). Los
resultados se expresan como la X +S. E. (n = 8). * P <0.05 VEH-O3 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ, y
100MQ-0O3 vs VEH-Os.
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Efecto del tratamiento de MQ sobre la concentracion de AGEs.

En los animales expuestos a Os, la concentracion de AGEs aumenté significativamente en el
hipocampo, corteza prefrontal y amigdala en comparacion con los animales expuestos a una corriente
de aire (Figura 26). En contraste, la administracion de MQ en los animales expuestos a Os

disminuyeron significativamente la concentracién de AGEs en el hipocampo con 50 mg / kg y 100 mg /

kg de MQ.
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Figura 26. Efecto del extracto de MQ sobre la concentracién de AGEs en el hipocampo (a), la corteza
prefrontal (b) y la amigdala (c) de ratas expuestas a una corriente de aire u O3 (0.25 ppm). Los
resultados se expresan como la X +S. E. (n = 8). * P <0.05 VEH-O3 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ, y

100MQ-03 vs VEH-03; & P <0.05 100MQ-03 vs 50 MQ-0Os.
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Efecto del tratamiento MQ sobre la actividad total de SOD.

En animales expuestos a O3 y tratados con VEH, la actividad enzimdtica de SOD aumentd
significativamente en el hipocampo, corteza prefrontal y amigdala (Figura 27) en comparacién con los
animales expuestos al aire, mientras que la administracion de las dosis de 50 y 100 mg / kg de MQ

previnieron el aumento en la actividad de SOD en el hipocampo, corteza prefrontal y amigdala.
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Figura 27. Efecto del extracto de MQ sobre la actividad de SOD en el hipocampo (a), la corteza
prefrontal (b) y la amigdala (c) de ratas expuestas a una corriente de aire u Os (0.25 ppm). Los

resultados se expresan como la X +S. E. (n = 8). * P <0.05 VEH-03 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ y
100MQ-0Os3 vs VEH-Os.
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Efecto del tratamiento MQ sobre la concentracion de grupos Tiol (-SH).

En los animales expuestos a Os, la concentracion de -SH disminuyd significativamente en el
hipocampo, corteza prefrontal y amigdala en comparacion con los animales expuestos a una corriente
de aire (Figura 28). En contraste, la administracion de 50 mg / kg y 100 mg / kg de MQ aumento la

concentracion de —SH a concentraciones semejantes a sus controles en los animales expuestos a Os.

a) Hipocampo b) Corteza prefrontal
0.5+ . 0.6
— # # 4
0.4- I T +: L
—_ = 0.4-
0.34 = *
O E
*
x 024 5
% ? 02-
0.14
0.0 T T T 0.0 T ™ T
S > O O * O ©
& o o & X o o
& & & & & \&,@ N \@\t L 6@» \Q@
AIRE o
3 AIRE 0,
Amigdala
c)
0.8
s
E
==
-

Figura 28. Efecto del extracto de MQ sobre la concentracién de -SH en el hipocampo (a), la corteza
prefrontal (b) y la amigdala (c) de ratas expuestas a una corriente de aire u O3 (0.25 ppm). Los
resultados se expresan como la X +S. E. (n = 8). * P <0.05 VEH-O3 vs VEH-AIRE; #P <0.05 50MQ, y

100MQ-0s3 vs VEH-0s.
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Efecto del tratamiento MQ sobre la concentracion de vitamina C (VIT-C).

En los animales expuestos a 03, la administracion de MQ no modificd la concentracidn de VIT-C, en

las dreas del cerebro evaluadas previamente (Figura 29 a —c).
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Figura 29. Efecto del extracto de MQ sobre la concentracion de VIT-C en el hipocampo (a), la corteza
prefrontal (b) y la amigdala (c) de ratas expuestas a una corriente de aire u O3 (0.25 ppm). Los

resultados se expresan como la X +S. E. (n = 8).
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9. DISCUSION

Efecto de la administracién de MQ sobre la memoria de corto y de largo plazo

En el presente trabajo, se observd que la exposicion de las ratas a 0.25 ppm de O3 durante 30 dias
redujo la latencia de retencién en las pruebas de memoria de corto (10 min) y de largo plazo (24 h).
Estos resultados son consistentes con estudios previos, en los cuales la exposicion tanto de rata
macho como de hembra, a 0.25ppm de O3 durante 30 o 60 dias disminuyd la latencia de retencién en
la PEP, sugiriendo un deterioro sobre la memoria de corto y de largo plazo [151-153]. En contraste, los
animales expuestos a O3 y tratados con 50 y 100 mg / kg de MQ mantuvieron los niveles de latencia
de retencidn a valores similares a los de sus respectivos grupos control, sugiriendo una prevencién del

dafio cognitivo ocasionado por la exposicion a Os.

Hasta donde sabemos, no existen evidencias de los efectos benéficos de MQ sobre la memoria de
corto y de largo plazo, en animales expuestos a Os. Sin embargo, se ha descrito que la administracion
del extracto liofilizado de mora azul en ratas durante 10 semanas mejord el rendimiento de la
memoria espacial en la prueba del laberinto acuatico de Morris. A su vez, la mejora en el aprendizaje
de dicha prueba, fue asociada con la identificacion de flavonoides en areas del cerebro relacionadas
con los procesos cognitivos [154]. Por otra parte, en varios estudios se han reportado los efectos
benéficos de la suplementacion de la dieta con bayas, sobre los precesos de aprendizaje y memoria.
Por ejemplo, en el modelo de envejecimiento con déficit cognitivo de ratas, la suplementacidn con un
extracto de mora azul (2g/kg) durante 8 semanas evitd el deterioro del aprendizaje y la memoria
espacial, ademas en este mismo modelo el consumo de 500 mg diarios de mora azul, durante 12
semanas mejoré la memoria de corto plazo [155,156]. Del mismo modo, se han evaluado los efectos
de las bayas ricas en flavonoides en adultos mayores con deterioro cognitivo leve. Aquellos individuos
gue consumieron dosis diarias que van desde 444 ml - 621 ml de jugo de uva durante un periodo de
16 semanas mostraron una mejora en la memoria episddica y del aprendizaje verbal [128]. Estos
efectos benéficos fueron también observados con el consumo de jugo de arandano durante 12

semanas [129].
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Efecto de la administracion de MQ sobre los biomarcadores de estrés oxidativo

Uno de los posibles mecanismos por los cuales se alteran los procesos cognitivos es el daifo oxidativo
sobre la plasticidad cerebral generada por la exposicidon a Os, a través de la oxidacion de diferentes

macromoléculas, como lipidos y proteinas [151,38].

En este trabajo, el dafio oxidativo generado por la exposicidon a 0.25 ppm de O3, fue evaluado a través
de cuatro marcadores de estrés oxidativo: el 4HNE, el MDA, la Nt3 y los AGEs en areas del cerebro
involucradas en el aprendizaje y la memoria. En el presente estudio, se observdé un aumento en el
contenido de estos marcadores, en todas las regiones de los animales expuestos a Os. Estos
resultados son consistentes con investigaciones previas, en las cuales la exposicidon crénica a O3 en

ratas, aumento el contenido de 4HNE, de MDA y de Nt3 en el hipocampo [151,35].

Tanto el MDA como el 4HNE son considerados citotéxicos ya que puede formar aductos con
diferentes proteinas, promoviendo cambios funcionales o la desactivacion de enzimas,
transportadores y receptores [157]. Estas modificaciones, podrian alterar la dindmica del cerebro,
explicando en parte el bajo rendimiento en las pruebas de memoria de los animales expuestos a O3
[151]. En apoyo a esta idea, en el presente estudio se observd una relacion entre el aumento de los
marcadores de lipoperoxidaciéon (4HNE y MDA) y de nitracion de proteinas (Nt3) con una disminucién

en el rendimiento de la PEP.

En el presente trabajo, el contenido de 4HNE, MDA y Nt3 se evalud en la amigdala de animales
expuesto a Os. Esta estructura, no ha sido evaluada previamente en el modelo de exposicién a Os. La
amigdala, es una estructura limbica funcionalmente vinculada a las emociones y a la motivacion,
ademas, de estar fuertemente relacionada con los comportamientos discriminatorios de evitacién por
estimulos aversivos [42]. El aumento de los marcadores de estrés oxidativo en la amigdala explicaria
en parte, el bajo rendimiento en la PEP. Como se ha descrito en apartados anteriores la PEP, evalua la
memoria de corto y de largo plazo. Sin embargo, también se encuentra fuertemente influenciada por

la memoria emocional dependiente de la amigdala [1].
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Otro de los marcadores de estrés oxidativo evaluados en el presente trabajo fue el contenido de
AGEs. En estudios previos, el incremento en la concentracion de AGEs en el cerebro, ha sido asociado
a diferentes alteraciones en los procesos cognitivos. En modelos de roedores de EA, el bloqueo de su
receptor especifico (RAGE) evita los déficits cognitivos causados por la administracion de AGEs a nivel

del hipocampo [158,159].

Por otro lado, se ha reportado que la administracidon de antioxidantes exdégenos como la vitamina E y
la taurina, en animales expuestos a O3, disminuyen los niveles de los marcadores de peroxidacion

lipidica [160,36].

En el presente trabajo, se observd que la administracidon de las dosis de 50 y 100 mg/kg de MQ,
disminuyeron de forma importante el contenido de 4HNE, MDA y Nt3 en el hipocampo, la corteza
prefrontal y la amigdala, mientras que, en relacidn con los AGEs, esta disminucion solo se observd en
el hipocampo y la corteza prefrontal de animales expuestos a Os. Segun nuestros hallazgos, la
administracién de dosis de 50 mg/kg de MQ fue suficiente para disminuir de forma significativa el
contenido de marcadores de estrés oxidativo en las areas del cerebro evaluadas. Anteriormente, ha
sido reportado que la administracion de dosis de 50 mg/kg de MQ disminuyd de forma significativa
los niveles de marcadores de estrés oxidativo en un modelo de accidente cerebro vascular [121]. En
nuestro modelo de estrés oxidativo, nuestros datos coincidieron con estas observaciones. Ademas, la

disminucién de los marcadores del estrés oxidativo se mantuvo hasta la dosis de 100 mg/kg de MQ.

En otros estudios realizados in vitro se ha reportado que tanto el extracto metandlico como el acuoso
de MQ mostraron una actividad antioxidante significativa en pruebas como DPPH (di (fenil) - (2,4,6-
trinitrofenil) iminoazanio), FRAP (poder antioxidante de la reduccién férrica) y ORAC (capacidad de
absorcion del radical oxigeno) [161,162]. Debido a lo anterior, la actividad antioxidante de MQ se ha

relacionado con su alto contenido de flavonoides en comparacidn con otros tipos de bayas [136].

En el presente estudio no evaluamos la ubicacién de los principales flavonoides de MQ en las areas

del cerebro evaluadas. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el extracto de MQ ejerce sus

efectos antioxidantes en el cerebro.
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Efecto del extracto MQ sobre la actividad de la superéxido dismutasa (SOD)

En el presente trabajo, se observd en las diferentes areas del cerebro evaluadas, un aumento
significativo en la actividad de SOD en los animales expuestos a Os; y tratados con VEH en
comparacion con los grupos control. Estos resultados son consistentes con reportes previos, en los
cuales la exposicién crénica a 0.25 ppm de Os; en ratas durante 30 y 60 dias, aumentd la
concentracion de SOD en el hipocampo [87]. Los resultados sugieren que el aumento en la actividad

de SOD no es suficiente para contrarrestar los efectos oxidantes de la exposicién a Os.

Por otro lado, los efectos de la administracion de MQ en el modelo del animal expuesto a Oz y la
actividad de SOD no han sido estudiados. En el presente trabajo la administracién de 50 y 100 mg/kg
de MQ en animales expuestos a Os, disminuyd la actividad de la SOD en los animales expuestos a Os,
manteniéndola a niveles semejantes a los grupos control. Por otro lado, en diferentes modelos de
estrés oxidativo, han sido reportados los efectos de los flavonoides, sobre la actividad de SOD. Para
ejemplo de ello, se observé en un modelo de la EA, que la administracion de un extracto de granada
durante 4 meses, disminuyd la actividad de SOD en el hipocampo y la corteza frontal a niveles
semajentes a sus controles [122]. Mientras que en el modelo de la rata anciana, la administracion de
30 mg/kg de antocianinas disminuyd los niveles de SOD, en el hipocampo y la corteza prefrontal

[123].

Efecto del extracto de MQ sobre el contenido de los grupos tiol (-SH) y la vitamina C (VIT-C).

En el presente estudio decidimos evaluar el efecto de la administracion de MQ sobre la concentracién

de los -SH y la VIT-C, ambos descritos como importantes antioxidantes endégenos (90, 97, 98,99).

Cuando un -SH, como la cisteina contenida en el glutatidon (GSH) se enfrentan a procesos oxidativos,
pueden oscilar entre un estado reducido y adquirir diferentes grados de oxidacidén: acido sulfénico (-
SOH), acido sulfinico (-SO2H), acido sulfunico (-SOsH) y el puente disulfuro (-S-S-) no todos ellos son
estados reversibles, tanto el -SOH y el -S-S-, puede generar una reversidn a un estado reducido,
mediante diferentes moléculas reductoras, mientras que el -SO;H y el - SOsH no pueden ser reducidos

[163].
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En el presente trabajo, se utilizé el reactivo Ellman para cuantificar la concentracién de los -SH [149],
este reactivo interacciona con los -SH en estado reducido [148]. Con base en lo anterior, nuestros
resultados muestran una disminucién de las en las concentraciones de los -SH, en el hipocampo, la
corteza prefrontal y la amigdala de animales expuestos a Os. Lo que nos permite sugerir que a los 30
dias de exposicion, los bajos niveles de -SH se deben a que probablemente la mayoria de ellos se
encuentran en un estado de oxidacion irreversible debido a los efectos oxidantes del Os. Por otro
lado, observamos que la administracién de las dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg previno la oxidacion de
los -SH, debido a los efectos antioxidantes que hemos observado en los diferentes resultados

presentados.

Finalmente decidimos evaluar como podria afectar la administracion de MQ a las concentraciones de

la VIT-C en el cerebro de nuestro modelo de estrés oxidativo.

El ser humano a diferencia de otros mamiferos, como las ratas y ratones, es incapaz de sintetizar la
VIT-C y esto hace que los niveles de esta dependan de la ingesta diaria, cuyos valores de consumo

recomendados son de 90 mg diarios en adultos [95].

Por otro lado, en diferentes modelos animales de neurodegeneracion, se ha evaluado la importancia
de la VIT-C en el cerebro. Para ejemplo de lo anterior, se ha reportado que la deficiencia de VIT-C en
el modelo de EA, esta relacionado con un incremento en los marcadores de estrés oxidativo y un
aumento en la mortalidad de estos animales [96]. A su vez, en un modelo de EA (APP/PS1), el cual
presenta déficit de memoria y aumento en los marcadores de estrés oxidativos, una disminucién en la
concentracién de VIT-C en el hipocampo, provocado por alteraciones en su transportador de tipo 2
TVCS2, sugiriendo que el dafo oxidativo esta relacionado en parte a la disminucién en las

concentraciones de VIT-C en el hipocampo [164].

A pesar de la importancia descrita anteriormente respecto a la VIT-C, en modelos de estrés oxidativo.
No existe informacidn en el animal expuesto a Oz ni sobre los efectos de la administracion de MQ
respecto a la concentracién de VIT-C en el cerebro. En el presente estudio, no observamos ningun

cambio significativo respecto a la concentracidon de VIT-C en las areas del cerebro evaluadas de los
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animales expuestos a O3, ni en los expuestos a O3 y tratados con dosis de 50 y 100 mg/kg de MQ.
Sugirendo que en nuestro modelo la VIT-C no esta participando en la regulacion de los marcadores de

estrés oxidativo.

En general nuestros resultados indican que MQ tiene una gran capacidad antioxidante, debido a la
gran cantidad de flavonoides que contiene, los cuales han sido descritos como potentes

antioxidantes, debido a su capacidad para donar protones y quelar iones metdlicos [108].

Sin embargo, no se puede descartar la participacién de los flavonoides en otras vias de regulacién del
estrés oxidativo. Por ejemplo, sobre el sistema antioxidante del factor nuclear relacionado con el
eritroide 2 el factor 2 (Nrf2). En este sentido, se ha reportado que la administracion de 12 mg / kg de
antocianinas durante 30 dias, aumenta la expresién de Nrf2 y de la hemo oxigenasa- 1 (HO-1)
acompanada de una reduccion significativa en los niveles de MDA en el hipocampo de ratones
transgénicos (APP/PS1). Estos hallazgos sugieren, que la reduccidn en los marcadores de

lipoperoxidacion, esta siendo regulada parcialmente por la via Nrf2 / HO-1 [165].

A su vez, ha sido reportado que la quercetina, uno de los componentes de bayas como MQ,
contrarresta el dafo celular inducido por estrés oxidativo, mediante la activacion de la via Nrf2/ERA
[165]. Varios estudios sugieren diferentes mecanismos por los cuales los alimentos ricos en
flavonoides pueden tener efectos modulando las vias de sefializacién, activando procesos de
transcripcidn y regulando la expresidn génica. Sin embargo, los receptores a través de los cuales los
antioxidantes regulan las vias de sefalizacidn relacionadas a los procesos antioxidantes aun no han

sido dilucidados del todo.
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10. CONCLUSIONES

1. El estrés oxidativo provocado por la exposicidon a Os, genera alteraciones en la memoria de

cortoy de largo plazo, las cuales son prevenidas por la administracién de MQ.
2. La administracion de las dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg de MQ disminuye las concentraciones
de los marcadores de estrés oxidativo: lipoperoxidacién (4-HNE, MDA), de nitracién de proteinas (Nt3)

y de AGEs en el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala de los animales expuestos a Os.

3. Los resultados del presente trabajo, indican que la administracion de las dosis de 50 y 100 mg

de Maqui Berry disminuye la actividad de la SOD, en el cerebro de los animales expuestos a Os.

4, La administracion de MQ previene la disminuciéon de los -SH en el hipocampo, la corteza

prefrontal y la amigdala de los animales expuestos a Os.

5. Con base en los resultados anteriores, podemos sugerir que el extracto de MQ es una buena

alternativa para prevenir los dafios cognitivos y oxidantes provocados por la exposicién a O3
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ABSTRACT

Introduction: Prolonged ozone exposure can produce a state of oxidative stress, which in turn causes
alterations in the dynamics of the brain and affects memory and learning. Moreover, different
investigations have shown that high flavonoid content berries show a great antioxidant activity.
The relationship between the protective effect of the maqui berry extract and its antioxidant

KEYWORDS

Oxidative stress; memeory and
learning; maqui berry;
malondialdehyde; superoxide
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properties in the brain has not been studied in depth. Objectives: The present study evaluated i:tuii(ic:;t";bm
whether the protection exerted by the agueous extract of magqui berry in brain regions associated hipp[,f:’ampus

with cognitive performance is due to its antioxidant capacity. Methods: Sprague Dawley rats were
exposed to 025 ppm ozone and administered with maqui berry extracts. At the end of the
treatments, spatial leaming and short- and long-term memory were evaluated, as well as oxidative
stress markers. Results: The administration of 50 and 100 mg/kg of the agueous extract of magqui
berry was effective in preventing the cognitive deficit caused by chronic exposure to ozone. The
antioxidant effect of the administration of maqui berry was analyzed in the prefrontal corex,
hippocampus, and amygdala. Oxidative stress markers levels decreased and the enzymatic activity
of superoxide dismutase diminished in animals exposed to ozone treated with the 50 mg/kg
dose of magui berry. Discussion: These results show a relationship between protection at the
cognitive level and a decrease in oxidative stress markers, which suggests that the prevention of
cognitive damage is due to the antioxidant activity of the maqui berry.

Introduction alveolar pulmonary epithelium, which increases its per-

Oxidative stress (05) is widely accepted to be involved in
the development of chronic degenerative diseases [1]. OS
can be induced by chronic ozone exposure [2]. Ozone
(Os), which is one of the main components of photoche-
mical pollution, is a highly irritating and oxidant gas [3].
0; is formed from photochemical reactions (UV rays)
between nitrogen oxides and hydrocarbons from vehicle
emissions and factories [4]. In different epidemiological
studies conducted in both children and adults, O5 has
been associated with adverse effects on health, with the
respiratory and cardiovascular systems being the most
affected [5-7]. Moreover, the central nervous system
(CNS) is not exempt from the adverse effects of this gas.
Some studies have reported headaches, fatigue and cogni-
tive alterations as a consequence of Oz exposure [8,9].

In animal models, the effects of O3 inhalation have
been evaluated. This gas causes severe damage to the

meability and activates inflammatory processes [10]. In
addition, it has been proposed that during the acute
phase of O3 exposure, cell necrosis predominates due
to the direct cytotoxicity of the generation of free radicals
(FR). FR generate reactive oxygen (ROS) and nitrogen
(RNS) species, which in twrn exacerbate damage [11].
When the production of ROS and RNS exceeds the anti-
oxidant defense systems of the lungs [12], these species
can reach different parts of the body through the blood-
stream, including the CNS, and cause a state of general-
ized OS [13,14]. The brain is particularly vulnerable to
OS due to its high-energy metabolism, large amount of
unsaturated lipids sensitive to oxidation and low concen-
trations of antioxidant enzymes [15].

In this context, it has been reported that O3 exposure
OS5 causes lipoperoxidation of the cell membrane,
increases protein oxidation markers, alterations in
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enzymatic antioxidant activity, and neuronal death in the
rat brain [16-18]. The olfactory bulb, as well as the hip-
pocampus, striatum, cerebellum, and prefrontal cortex
are the most vulnerable areas [19,20]. In tum, it has
been suggested that the biochemical and structural
changes observed in the animal model exposed to Os
can converge in brain plasticity problems, which lead
to defidits in memory and leaming [13,19].

Furthermore, the research on their compaosition and
biological activity has shown that the intake of fruits and
vegetables has a great impact on human health, well-
being, and the prevention of various diseases [21]. Many
of the biological properties of fruits are generally attributed
to a high content of polyphenols, which are constituted by
flavonoids (anthocyanins, flavonols), condensed tannins
(proanthocyanidins), hydrolysable tannins (ellagitannins
and gallotannins), and phenolic acids [22]. Among poly-
phenols, anthocyanins have shown a powerful antioxidant
and anti-inflaimmatory effect [23,24].

Aristotelia chilensis, commonly known as maqui
(MQ) berry, is considered as a powerful natural antiox-
idant [25]. MQ has significant amounts of flavonoid
antioxidants and bioactive properties compared to
other berries [26]. MQ juice inhibits the oxidation of
low density lipoproteins (LDL) and protects endothelial
cells against intracellular oxidative stress, for which it is
considered useful as an anti-atherogenic [25]. In ische-
mia/reperfusion studies in vivo in rat heart, the methano-
lic extract of M(Q showed preventive/protective effects
attributed to the reduction of lipid oxidation and oxi-
dative stress [27].

In addition to its high antioxidant power, other
pharmacological activities of MQ extract such as anti-
inflammatory and analgesic effects have been described
[28]. A neuroprotective effect of MQ extract has been
also described in hippocampal neurons incubated with
the amyloid-f peptide (A), in which a recovery in the
transient frequency of the caldum channel has been
observed, as well as a spontaneous synaptic activity, the
preservation of dendritic arborization and a decrease in
neuronal death. These results suggest that MQ can
induce changes in the aggregation kinetics of AB, produ-
cing variations in the nucleation phase generating less
toxic species and protecting this neural network. These
effects have been attributed to the great antioxidant
activity of Aristotelia chilensis [29].

Recently, it has been reported that the aqueous extract
of MQ decreased the number of epileptic seizures and
neuronal death in animals treated with kainic acid at
17 and 32 days after birth; thus, reducing the risk of
developing epilepsy [30].

It is important to find solutions to the health pro-
blems caused by exposure to Os;. One of these

alternatives may be the use of the aqueous extract of
MQ due to its large number of compounds with antiox-
idant capacity. Therefore, in the present research, the
neuroprotection effects exerted by the aqueous extract
of MQ were evaluated in some brain regions associated
with cognitive performance in a rat model of OS by O,
exposure,

Methods
Animals

Male Sprague Dawley rats (250-300 g of weight) were
placed in acrylic boxes (five animals per box) with free
access to water and food (Formulab diet 5008, Labdiet,
St. Louis, MO, USA) and kept in a room with a 12 h
light/dark cycle (start of the light cyde at 8:00 h). The
animals were treated according to the guidelines and
requirements of the Declaration of Helsinki by the
World Medical Assembly and by the Ethics Committee
of the Coordination of Health Research of the Mexican
Institute of Social Security (CIS/IMSS).

Ozone exposure

For 30 consecutive days, the animals were exposed to O,
at a constant dose of 0.25 ppm for 4 h per day. The dose
was chosen to mimic the moderate levels of ozone found
in the industrialized zones of Mexico City, which con-
centrations range from 0.1 ppm to 0.74 ppm [18,31].
In a previous study, it was shown that this dose provokes
OS-related damage to the brain on rats [16-18]. Briefly,
animals were placed inside a chamber with a diffuser
connected to a variable flux O; generator (51/s), as pre-
viously described [17]. The O; converter was fed with
filtered purified air. O; production levels were pro-
portional to the cwrent intensity and the airflow. A
PCI Ozone and Control System Monitor (PCI Ozone
and Control Systems, West Caldwell, NJ, USA) was
used to measure Oy concentration inside the chamber
during the experiments and to keep a constant O; con-
centration. Although control animals were exposed to
an airstream free of O, the same exposure protocols
were used for these groups. Animals were immediately
returned to their home cages after the exposure.

Treatments

The maqui berry powder CHI2 (Ecuadorian Rainforest,
LLC, USA) was used in these experiments. This powder
consists of a whole fruit ground rich in anthocyanins
(600 mg/100 g d.w. by HPLC analysis, mainly delphini-
dins and cyanidins), and other compounds of interest,
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such as ellagic acid derivatives (14 mg/100 g d.w.), flavo-
nols (24 mg/100 g dw.) and chlorogenic acid (9 mg/
100 g d.w.) [32].

Rats were randomly divided into seven experimental
groups as follows:

Group 1 (NT): Rats neither exposed to air or O; nor
given any treatment with vehide or MQ

Group 2 (VEH): Rats exposed to a aurent of air and
administered with 200 pl of water by oral gavage

Groups 3 (50 MQ) and 4 (100 MQ): Rats exposed to an
air current and administered either with 50 or
100 mg/kg of MQ extract, respectively. The lyophi-
lized MQ berry powder (Ecuadorian Rainforest,
LLC, USA) was dissolved in 1 ml of water and admi-
nistered by oral gavage one hour after the exposure
to O or air

Group 5 (Os): Rats exposed to O3 and administered VEH

Groups 6 (03 50 MQ) and 7 (O5 100 MQ): Rats exposed
to O3 and administered either with 50 or 100 mg/kg
of lyophilized MQ powder, respectively

Passive avoidance test

Twenty-four hours after the last treatment, the passive
avoidance test (PAT) was performed for every group.
All animals were trained once to perform the PAT.
Short- and long-term memory (10 min and 24 h after
training, respectively) were evaluated. In brief, rats
were placed in a PAT-apparatus (OMNIALVA®, Mexico)
with two chambers: the safe (white) and the shock
(black) compartments. The duration of the stimulus
was automatically controlled and the latencies were
measured manually with chronometers.

During the training (acquisition), each animal was
placed in the safety compartment for 10 s. Then, the guil-
lotine-type door was raised and the time required for the
animal to cross the threshold to the punishment com-
partment was recorded (acquisition latency). Once the
animal was standing with its four limbs in the punish-
ment compartment, the door was closed and a single
electric shodk was triggered (3 mA for 5 s). Immediately
after, the door was opened and the time required for the
animal to return to the safety compartment (escape
latency) was measured. The animal remained in the
safety compartment for 30 s before returning to its indi-
vidual housing,

Ten minutes (short-term memory) and 24 h (long-
term memory) after training, the retention phase was
performed, in which the animal was placed again in
the security compartment for 10s and the guillotine-
type door was opened. The time that the animal
remained in the security compartment before entering
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the punishment compartment was recorded (latency of
retention). The test ended when the animal either
entered the punishment compartment or remained in
the security compartment for 600s. The experiments
were performed at the same time of day and under iden-
tical conditions.

Once the behavioral tests were concluded, a sample
from each experimental group (n=8) was picked ran-
domly. The animals were sacrificed by decapitation.
Immediately after, the brains were removed, and the hip-
pocampus, prefrontal cortex, and the amygdala were
dissected.

Western blot

Tissues were homogenized in lysis buffer with a cocktail
of protease inhibitors COD'lPlEtETM (Sigma-Aldrich Saint
Louis MO, USA) in a ratio of 1 ml of buffer/1 g of tissue
at 4°C. The homogenized samples were centrifuged at
15,000 rpm for 15 min at 4°C to obtain total proteins
in the supernatant. Protein concentration was deter-
mined with a Nanodrop® spectrophotometer (Thermofi-
sher Scientific, Waltham CA, USA).

Proteins (30 pg) were resolved using sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (10% SDS-
PAGE) with a Mini-Protean system (BioRad, Hercules
CA, USA) and transferred to nitrocellulose membranes
(Merck Millipore, Burlington MA, USA). Membranes
were blocked with 5% nonfat dry milk diluted in 0.05%
Tween-20 Tris-buffered saline and incubated overnight
with the primary antibodies. Pre-stained markers
(BioRad, Hercules CA, USA) were included for determi-
nation of protein molecular weight.

The following antibodies were used: goat polycdonal
antibody against 4-hydroxynonenal (4-HNE) (Millipore
AB5605; Merck Millipore, Burlington MA, USA;
diluted 1:3,000); mouse monoclonal antibody against
nitrotyrosine (Nt3) (Santa Cruz sc-101358; Santa
Cruz CA, USA; diluted 1:1,500), and mouse mono-
clonal antibody against a-tubulin (Santa Cruz sc-
398103; Santa Cruz CA, USA; diluted 1:1,000). After
incubation with the primary antibody, membranes
were washed and incubated with horseradish peroxi-
dase-coupled secondary antibodies (Santa Cruz, diluted
1:10,000). Immunoreactive bands were detected using
an enhanced chemiluminescence system (Merck Milli-
pore, Burlington MA, USA). When necessary, mem-
branes were stripped using a reblot solution (Merdk
Millipore, Burlington MA, USA). The chemilumines-
cence signal was analyzed with C-DiGit* Blot Scanner
(Li-Cor Biosciences, Lincoln NE, USA) and the Image
Studio™ Lite Quantification Software (Li-Cor Bio-
sciences, Lincoln NE, USA).
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Determination of malondialdehyde

Before the determination of malondialdehyde (MDA), a
step consisting of deproteinizing the sample was per-
formed in order to avoid interference by the sediments
formed by denatured proteins to avoid pipetting errors.
The sample (200 pl) was placed in eppendorf tubes and
200 pl of 20% trichloroacetic acid (TCA) were added,
vortexed and incubated at 4°C for 10 min, and centri-
fuged at 11,000 rpm for 3 min. The supernatant was
recovered.

MDA is one of the final products of polyunsaturated
fatty acid peroxidation and a marker of free radical
activity. At an acid pH and high temperatures, one mol-
ecule of MDA reacts with two molecules of TCA forming
pink adducts detected at 532nm [33]. A calibration
curve with eight points (0-100 pM), as well as the
samples were prepared as follows: 25 pl of either the
supernatant or standard solution were mixed with
200 pl of 0.8% TCA, vortexed and incubated at 95°C/
60 min, and lastly at 22°C/10 min. Finally, the absor-
bance at 532 nm was determined for the calibration
curve and the samples.

Advanced glycation end-products assay

The determination of advanced glycation end-products
(AGEs) was based on the spectrofluorometric detection
of some fluorescent products [34]. Briefly, the brain
homogenates were diluted 1:50 with PBS pH 7.4 and
fluorescence intensity was recorded at the maximum
emission (~450 nm) upon excitation at 370 nm (Fluor-
omax-3 spectrofluorometer, Horiba, Kioto, Japan). A
spectrofluorometer, which excitation and emission
wavelengths (M) were calibrated using 5pM quinine
bisulfate in 0.2 M sulfuric acid, was used. The operat-
ing conditions for the evaluation of AGEs were estab-
lished using a BSA solution (50 pm) incubated with
glucose (0.5 M) for 90 days. The maxdmum fluor-
escence intensity of this solution was obtained at A=
450 nm by excitation with a A =370 nm light source.
The fluorescence intensity was expressed as arbitrary
units (AUF) relative to the control solution. Each
measurement was normalized to a protein concen-
tration of Img/ml. The fluorescence intensity was
expressed in arbitrary units per milliliter of brain hom-

ogenate (AUF/ml).

Activity of superoxide dismutase

Superoxide dismutase (SOD) activity was measured by
reduction of water-soluble formazan dye. SOD activity
protocol was followed from 19160 SOD determination
Kit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). The rate

of reduction of water-soluble formazan dye is linearly
related to xanthine oxidase activity and inhibited by
S0D. Therefore, SOD activity can be quantified by
measuring the decrease in the color development of the
dye at 440 nm. Brain regions were homogenized in ice
cold buffer containing 100 mM KH2P0O4, 1 mM EDTA
and 0.1% triton X, pH 7.5. Three blanks were induded
for the assay: no sample (blank 1), specdific sample with
no enzyme (blank 2) and no sample and no enzyme
(blank 3). Blank 2 acts as a control for non-specific for-
mazan reduction as it does not contain the xanthine oxi-
dase enzyme, for which all formazan reduction will be
accounted for the non-specific electron donors. Activity
was performed in 96-well microplate. All measurements
were performed at 23°C. The SOD activity rate was cal-
culated with the following equation and expressed as
inhibition rate percentage.

SOD activity

_ (Absblank1— Absblank3)— (Abssample— Absblank2)
- (Absblank1 — Absblank3)

> 100

Statistical analysis

Data were first analyzed by the D’Agostino and Pearson
test to select the appropriate statistical tests for the analy-
sis of each group of results. For a normal distribution,
one-way analysis of variance ANOVA (parametric test)
followed by a post hoc Tukey's test was performed. A
Kruskal-Wallis analysis (non-parametric tests) of var-
iance and the Mann-Whitmey test were used for a non-
normal distribution. The Prism version 6.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) was used to calculate
probability wvalues. Data were expressed as mean+
SEM. A wvalue of p<0.05 was considered statistically
significant.

Results
Effects of the administration of MQ on memory

Chronic exposure to O; decreased the retention latency
in both short- (Figure la) and long-term memory
(Figure 1b) tests. This decrease was statistically signifi-
cant [P <0.0001] when compared to animals exposed
only to air. In contrast, the retention latency in the
short- and long-term memory increased in animals
exposed to O and treated with 50 and 100 mg/kg of
MQ. This increase was also significant [P < 0.0001]
when compared to animals exposed to O; without MQ
treatment.
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Figure 1. Effect of the administration of 50 and 100 mg/kg of the agqueous extract of MQ on memory. Retention latency (s) of short-(a)

and long-term (b) memery in animals exposed to either an air current or 025 ppm of Os. NT: animals neither exposed to air or O3 nor
treated with VEH (water) or MQ (n =10 animals per group). *F < 0.0001 compared with NT and VEH; #F < 0.0001 compared to 0.

Effect of the treatment with MQ on 4HNE and Nt3

The administration of both doses (50 and 100 mg/kg) of
MQ decreased the lipid peroxidation marker 4HNE
levels in the hippocampus of animals exposed to an air
current at a significant level [F (6,35) =16.14; P <0.01]
when compared with the animals treated with VEH
(Figure 2a). In contrast, no changes were observed in
the expression of Nt3 in these groups (Figure 2b). Con-
versely, oxidative stress induced by O; exposure signifi-
cantly increased the levels of decomposition products
of peroxides derived from polyunsaturated fatty acids
(4HNE) [F (6,35)=16.14; P<00001] and levels of
protein nitration (Nt3) [F (6,21) =39.93; P<0.0001]
when compared to VEH groups (Figure 2a and b),
whereas the administration of 50 and 100 mg/kg of
MQ in animals exposed to O; significantly decreased
the levels of 4HNE [F (6,35)=16.14; P < (0.0001] and
Nt3 [F (6,21) =39.33; P <0.0001] (Figures 2a and b).

In the prefrontal cortex of animals exposed to an air
current, the administration of 100 mg/kg of MQ signifi-
cantly decreased the levels of 4HNE [F (6,35) =39.14; P
<0.0001] and of Nt3 [F (6,18)=15.61; P<0.01] when
compared with their respective control groups (Figure
3a and b). In contrast, a significant increase in the levels
of 4HNE [F (6,35)=39.14; P<00001] and Nt3 [F
(6,18) = 15.61; P < 0.05] was observed in animals exposed
to O3 when compared to animals exposed to air. Mean-
while, the administration of 50 and 100 mg/kg of MQ in
animals exposed to O significantly decreased the concen-
tration of 4HNE [F (6,35) = 39.14; P< 0.0001] and Nt3 [F
(6,18) =15.61; P<0.05] when compared with animals
exposed to O; administered with vehicle (Figure 3aand b).

In the amygdala of animals exposed to an air current,
the administration of 100 mg/kg of MQ significantly
decreased the concentration of 4HNE [F (6,35) = 23.02;
P<0.001] when compared to the VEH group (Figure

4a). Also, the administration of 50 and 100 mg/kg of
MQ significantly decreased Nt3 levels [F (6,21) = 26.86;
P <0.001] in comparison with its control group (Figure
4b). Furthermore, a significant increase in the content
of 4HNE [F (6,35)=23.02; P<0.001] and Nt3 [F
(6,21) =26.86; P < 0.001] was observed in the amygdala
of animals exposed to Os when compared with animals
exposed to an air current. Conversely, the administration
of 50 and 100 mg/kg of MQ in animals exposed to O,
significantly decreased the content of 4HNE [F (6,35)
=23.02; P<0.0001] and Nt3 [F (621)=2686 P<
0.0001] (Figure 4a and b).

Effect of the treatment with MQ on the
concentration of MDA

In animals exposed to O, the concentration of MDA
increased significantly in the hippocampus [F (6,49) =
16.48; P<0.0001] (Figure 5a), prefrontal cortex [F
(6,49) =9.45; P <0.0001] (Figure 5b) and amygdala [F
(6,49) =17.08; P<0.0001] (Figure 5c) when compared
with animals exposed to an air current. In addition, the
treatment with MQ (doses of 50 and 100 mg/kg) in ani-
mals exposed to O; significantly decreased the concen-
tration of MDA [P < 0.001].

Effect of MQ treatment on the activity of SOD

In animals exposed to O; and treated with VEH, the
enzymatic activity of SOD increased significantly in the
hippocampus [F (6,28)=9.814; P <0.001] (Figure 6a),
prefrontal cortex [F (6,28) = 13.07; P < 0.0001 ] (Figure
6b), and amygdala [F (6,28) = 10.91; P < 0.0001] (Figure
6c) when compared with animals exposed to air, while
the administration of 50 and 100 mg/kg diminished sig-
nificantly this increase in the hippocampus [P < 0.0001],
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Figure 2. The immunodetection of bands and the densitometric analysis of (a) 4HNE and (b) Nt3 in the hippocampus of the rat. The
results are expressed as the mean =+ standard error (n=6). $P < 0.01 compared to VEH; *P < 0.0001 compared to VEH; #P < 0.0001 com-

pared to O;.

prefrontal cortex [P <0.001] and amygdala [P < 0.0001]
when compared with animals exposed to Os.

Effect of MQ treatment on the AGEs

In the animals exposed to O3, the concentration of AGEs
increased significantly in the hippocampus [F (6,28) =
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Figure 3. The immunodetection of bands and densitometric analysis of (a) 4HNE and (b) Nt3 in the prefrontal cortex of the rat. The
results are expressed as the mean + standard error (n=6). $P < 001 compared to VEH; *P < 0.05 compared to VEH; #P < 0.05 compared

to 03.

18.15; P <0.0001], prefrontal cortex [F (6,28) =18.9; P
<0.0001] and amygdala [F (6,28)=3.82; P<0.05]
when compared with animals exposed to an air current
(Figure 7a—c). In contrast, the administration of MQ in
animals exposed to O; significantly decreased the con-
centration of AGEs in the hippocampus with 50 mg/kg
[P<0.01] and

of MQ [P<0.0001]
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Figure 4. The immunodetection of bands and densitometric analysis of (a) 4HNE and (b) Nt3 in the amygdala of the rat. The results are
expressed as the mean + standard error (n = 6). $P < 0.001 compared to VEH; *P < 0.001 compared to VEH; #P < 0.0001 compared to O;.

(Figure 7a), while this effect was similar in the prefrontal  in the hippocampus of the Oz exposed group treated
cortex with both doses [P<0.0001] (Figure 7b) when  with 100 mg/kg of MQ [P < 0.05] (Figure 7a) when com-
compared with animals exposed to O;. In addition, the  pared with animals exposed to O; and treated with
decrease in AGEs concentration was significantly higher 50 mg/kg of MQ.
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Figure 5. Effect of the aqueous extract of MQ on the concentration of MDA in the hippocampus (a), the prefrontal cortex (b), and the
amygdala (c) of rats exposed to an air current or O; (0.25 ppm). The results are expressed as the mean + standard error (1 =8). *P <

0.0001 compared to VEH; #P < 0.001 compared to Os.
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Discussion
Memory and learning

In this work, it was observed that the exposure of rats to
0; (0.25 ppm) for 30 days reduced the retention latency
in the short- (10 min) and long-term (24 h) memory
tests. These results are consistent with those reported
previously in animals exposed to O3 [2,18,35]. In con-
trast, animals exposed to Os; and treated with 50 and
100 mg/kg of the aqueous extract of M(Q) kept retention
latency levels similar to those of their respective control
groups.

To the extent of our knowledge, no reports exist on
the effects of the M(Q in animals exposed to O; as a
model of oxidative stress. However, it was described
that the administration of MQ (lyophilized extract) for
8 weeks in rats improved the spatial memory perform-
ance in the Morris water maze. This improvement was
correlated with the identification of flavonoids in brain
areas related to cognitive processes [1]. In turn, some
studies on the beneficial effects of other berries on animal
models with cognitive impairment have been reported,
in which the deterioration of learning and spatial mem-
ory has been prevented [36,37]. Similarly, the effects of
berries rich in flavonoids have been assessed on demen-
tia in older adults with mild cognitive impairment. Those
individuals who consumed daily doses ranging from
444 ml to 621 ml of grape juice during a period of 16
weeks showed an improvement in episodic memory
and verbal leaming [38]. These beneficial effects were
also observed when blueberry juice was consumed for
12 weeks [39].

Oxidative stress biomarkers

One of the possible mechanisms by which cognitive pro-
cesses are altered is the oxidative damage on brain plas-
ticity generated by O, through the oxidation of different
macromolecules, such as lipids and proteins [2,13].

In this paper, oxidative damage generated by O3 was
evaluated through four oxidative stress markers: 4HNE,
MDA, Nt3 and AGEs in brain areas involved in learning
and memory processes.

An increase in the content of the oxidative stress mar-
kers previously mentioned was observed in the hippo-
campus, prefrontal cortex, and amygdala of animals
exposed to Oz and treated with vehicle. These results
are consistent with previous research, in which the
chronic exposure to O; increased the content of 4HNE,
MDA and Nt3 in the hippocampus of rats [2,40].

MDA and 4HNE are considered cytotoxic since they
can form adducts with different proteins, promoting

NUTRITIONAL NEUROSCIENCE (&) 9

functional changes or the deactivation of enzymes, trans-
porters, and receptors [41]. These modifications could
alter the dynamics of the brain, which are indicated by
a poor performance in behavioral tests. In support of
this idea, a correlation between the increase of lipoperox-
idation and protein nitration markers with a decrease in
the performance of PAT was observed in the present
study.

In the present work, the content of 4HNE, MDA,
and Nt3 was assessed in the amygdala of animals
exposed to Os. To the best of our knowledge, this
brain structure has not been studied previously in a
O3 exposure model. The amygdala is a limbic structure
functionally linked to emotions and motivaton, and
strongly related to discriminatory behaviors of avoid-
ance by aversive stimuli as well [42]. The increase of
oxidative stress markers in this area would explain in
part the low performance in the PAT, which depends
on emotional memory.

Moreover, this study assessed the content of AGEs in
the brain of rats exposed to O;. In previous studies,
AGEs have been assodated with alterations in cognitive
processes. In rodent models of Alzheimer’s disease, the
blockade of their specific receptor (RAGE) prevented
the cognitive deficits caused by the administration of
AGEs at the hippocampal level [43,44]. Furthermore,
different exogenous treatments, such as vitamin E and
taurine, have been evaluated in animals exposed to O,
and its antioxidant effects shown by the decrease of
lipid peroxidation markers were reported [45,46].

An important decrease in the content of 4HNE, MDA
and Nt3 was observed in the hippocampus, prefrontal
cortex, and the amygdala, whereas, in relation to
AGEs, this decrease was only observed in the hippo-
campus and prefrontal cortex of animals exposed to O
and treated with doses of 50 and 100 mg/kg of MQ.
According to our findings, the 50 mg/kg dose of MQ
was enough to observe a significant decrease in the con-
tent of oxidative stress markers in these areas of the
brain. Previously, it was reported that oxidative stress
markers levels decreased with 50 mg/kg of MQ. Consist-
ently, our data agreed with these observations as
expected. Furthermore, the decrease of oxidative stress
markers was maintained up to the 100 mg/kg dose of
MQ [47].

Both methanolic and aqueous extracts of MQ) showed
a significant antioxidant activity in vitro assays such as
DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate), FRAP
(ferric reducing antioxidant power), and ORAC {oxygen
radical absorbance capacity) [31,48). Consequently, the
antioxidant activity of MQ has been related to its high
content of flavonoids in comparison with other types
of berries [32].
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Although the location of flavonoids in the studied
areas of the brain was not evaluated in the present
study, the findings suggest that the MQ aqueous extract
compounds can cross the BEB and exert their antioxi-
dant effects in the brain of rats exposed to Os.

Effect of the MQ aqueous extract on the activity of
S0D

In the present work, a significant increase in SOD
activity was observed in animals exposed to O3 and trea-
ted with VEH in comparison to the control groups in
different areas of the brain. Previous studies on SOD
activity in the O; exposure animal model found an
increase in the activity of this enzyme in the hippo-
campus [2,16]. These results suggest that the increased
SOD activity is not enough to counteract the oxidizing
effects of 05, which are observed as increased levels of
oxidative stress markers and cognitive deficits in this
model. However, in this same model, the activity of the
glutathione peroxidase enzyme is decreased [16], which
could indicate that other enzymes could be more sensi-
tive to oxidative stress generated by Os.

Moreover, the effects of berries on the model of ani-
mals exposed to O; and the activity of SOD have not
been studied. Conversely, the effects purified flavonoids
have been evaluated in animal models of Alzheimer’s
disease with cognitive impairment [49,50]. For example,
in transgenic mice (APP/PS1), the administration of
25 mg/kg of fisetin (flavonol) and 40 mg/kg of apigenin
(flavone) showed cognitive improvements in learning
and spatial memory, and prevented the decrease in
SOD and GPx activity.

Overall, these results indicate that the aqueous extract
of maqui berry diminishes the oxidative stress induced
by ozone exposure. The greatest effect of the MQ is con-
sidered to be due to its flavonoids, which have been
described as powerful scavengers of free radicals because
of their ability to donate protons and chelate metal ions
[51]. However, other key roles in the regulation of oxi-
dative stress such as stimulating the master endogenous
antioxidant system of nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) cannot be ruled out. It has been reported
that some flavonoids such as anthocyanins are able to
modulate the Nrf2 pathway. In Ali et al. [52] observed
a significant increase in the expression of Nrf2 and
heme oxygenase-1 (HO-1) and significantly reduced
MDA levels in the hippocampus of transgenic mice
(APP/PS1) treated with 12 mg/kg of anthocyanins for
30 days, in comparison with APP/PS1 mice treated
with vehicle. These findings suggested that the reduction
of lipoperoxidation in the hippocampus is partially regu-
lated by the Nrf2/HO-1 pathway. Moreover, it has been

reported that quercetin, one of the constituents of ber-
ries, counteracts the cellular damage induced by oxi-
dative stress by means of the activation of the Nrf2/
ARE pathway [53].

Several studies suggest different mechanisms by
which foods rich in flavonoids may have beneficial
effects: the modulation of signaling pathways, activation
of transcription, regulation of gene expression, and
protein factors. However, the receptors through which
antioxidants are regulating signaling pathways related
to antioxidant processes are still unknown, which
means further research on this topic should be
considered.

The exposure to O; increased oxidative stress markers
in the studied brain regions, which in tum caused cogni-
tive alterations on short- and long-term memory tests.
The present study indicated that these alterations can
be prevented by the administration of the aqueous
extract of MQ.
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