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1. INTRODUCCION

A continuacion se brindan conocimientos basicos de temas relacionados

con el trabajo de tesis.
1.1Estrés oxidativo

Un radical libre se define como cualquier especie quimica que posee uno 0 mas
electrones desapareados en el dltimo orbital de la capa de electrones, por lo tanto son
especies altamente reactivas; tal es el caso de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

que son compuestos oxidantes que derivan del oxigeno molecular (O,).

El grupo de las ROS incluye radicales libres como el anion superéxido (O,*),
hidroxilo (HOe*), hidroperoxilo (HO,*), 6xido nitrico (NOe), asi como el perdxido de
hidrogeno (H,0,). En las neuronas y en las células gliales las ROS pueden ser generadas
a partir de varias fuentes; la cadena transportadora de electrones es la principal
contribuyente a nivel mitocondrial. Las ROS participan en las reacciones de Fenton,
Haber-Weiss y la activacion de las enzimas 6xido nitrico sintasa (NOS), NADPH oxidasa,
monoamino oxidasa (MAO) y xantina oxidasa (XO). En la reaccion de Fenton el H,0O, es
catalizado y produce radicales HO-. En la reaccion de Haber-Weiss se generan radicales
HO- a partir de O,*" y H,0, (figura 1) (Dias y cals., 2013).

El estrés oxidativo es definido como el desequilibrio que existe entre la produccion
de radicales libres y los mecanismos de defensa antioxidante (Noworyta-Sokolowska y
cols., 2013). El estrés oxidativo produce diferentes respuestas celulares, la principal es el
dafio a nivel del acido desoxirribonucleico (ADN), y en la mitocondria dafio que activa vias
de sefializaciobn que promueven mecanismos de muerte celular por apoptosis 0 necrosis
(Halliwell, 2012). Un indicador del estrés oxidativo es la induccién de las defensas
antioxidantes y/o el aumento de los niveles de ROS enddgenos.

La lipoperoxidacion de las membranas de donde los radicales libres sustraen
atomos de hidrégeno a las moléculas de los acidos grasos poliinsaturados genera efectos
sobre la transduccién de sefiales, la plasticidad y la capacidad de recuperacion celular
(Steckert y cols., 2010). La formacién de ROS puede acelerarse debido a diversas
condiciones de estrés ambiental como la radiacion ultravioleta, altas intensidades de luz o

temperaturas extremas.



O B DD DR DD EEXDDEERDECEEEED
"’ r WYY r —! 1o 1 i1 r‘ —7/ - v W r' »1’ 1l 1 s w :4 w 7’ - o i —v  odl v: - i i s 4 -1 o i s 2 - A i s d o r‘

Al AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL U AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL A AL AL AL AL A AL AL AL AL AL AL AL AL AL M AL
OO EEREOEEEORROREED

eNOS
nNOS =
iNOS R\ NOS
/ \ \ l"'. \ NADPH oxidasa
\L { { \ | ) ) MAO
St ] '/ XO

I
: Reaccion de
1 Haber-Weiss
I
[
I \l/ SOD
1
11 Reaccién de Fenton
AT >
|10+ Mo —
| R |
: : Pid 2 GSH NADP”* I
7
/ |
— — GSH e GSH rep |
Lipoperoxidacion 1
Dafio al ADN GSSG NADPH + H* !
Apoptosis :
Necrosis ¢ — — — e a

Figura 1. Esquema del mecanismo de accién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la
neurona. Oxido nitrico sintasa (NOS), monoamino oxidasa (MAO), xantina oxidasa (XO),
nicotinamida adenina dinucledtido en su forma oxidada (NAD) y reducida (NADH), anién
superoxido (02e-), hidroxilo (HO¢), peroxido de hidrogeno (H,0,), 6xido nitrico (NQOe), anion
peroxinitrito (ONOOQOe), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation reducido (GSH),
glutation oxidado (GSSG), glutation peroxidasa (GSHpgr), glutation reductasa (GSHggp),
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en su forma oxidada (NADP') y reducida (NADPH")
(Modificado de Zecca y cols., 2004).

La produccién y acumulacién de ROS se incrementa por el envejecimiento y es un
denominador comun en muchas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson, Alzheimer y la esquizofrenia, ya que conduce al dafio celular severo que

origina una disfuncion fisioldgica y muerte celular (Scandalios, 2005).



1.2 Enzimas antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que en concentraciones bajas, en
comparacion con la de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la

oxidacién de ese sustrato (Halliwell, 2012).

En condiciones fisiol6gicas los radicales libres son inmediatamente desactivados
por enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPX) y la catalasa (CAT). Los B-carotenos, tocoferoles, flavonoides y el acido ascoérbico,
son antioxidantes no enzimaticos que también participan en la degradacién de especies

oxidantes (Noworyta-Sokolowska y cols., 2013).
1.2.1 Superoéxido dismutasa

La funcidn de la superodxido dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacién del radical
superéxido (O»*), producido durante un proceso oxidativo enérgico, en perédxido de
hidrogeno y oxigeno molecular. Como la diferencia entre el oxigeno molecular y el radical
superéxido es un solo electrén, la enzima debe tener especificidad para realizar su
funcion catalizadora. Existen cuatro isoformas de SOD en células eucariotas, la Cu/Zn-
SOD se encuentra en el citosol, Mn-SOD en las mitocondrias, Fe-SOD en células
procariotas y Ni-SOD en bacterias. (Perry y cols., 2010).

1.2.2 Glutatién peroxidasa

La enzima glutatién peroxidasa (GPX) protege a las células de los radicales libres
que se forman por la descomposicién del peréxido. Los componentes lipidicos de la célula
son especialmente susceptibles a las reacciones con los radicales libres, lo que da como
resultado la lipoperoxidacion. La enzima GPX reduce los peroxidos de alcoholes utilizando
glutatién, por lo tanto previene la formacion de radicales libres; ademas, cataliza la
reduccion del H,O, y una amplia variedad de peréxidos organicos (R-OOH) a alcoholes
estables (R-OH) y agua, usando al glutatién celular como agente reductor. La GPX es una
enzima tetramérica que consta de cuatro mondémeros de 22 kDa; cada uno de ellos
contiene una selenocisteina en el sitio activo. La selenocisteina participa directamente en
la donacién de electrones al sustrato de peréxido y se oxida en el proceso, después la
enzima utiliza al glutation reducido como un donador de hidrogeno para regenerar la

selenocisteina (Flohé y Ginzler, 1984).



1.2.3 Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante presente ubicuamente en las
células aerdbicas de mamiferos y no mamiferos que contienen un sistema de citocromo.
Se aisl6 inicialmente en el higado de buey y mas tarde de otras fuentes como la sangre,
bacterias y plantas. La enzima contiene 4 grupos de ferrihemoproteina por cada molécula,
tiene una masa molecular de 240 kDa; su actividad varia mucho entre los diferentes
tejidos, la actividad mas alta la presenta el higado y el rifién, la mas baja la presentan los
tejidos conectivos. En células eucariotas la catalasa se concentra en los peroxisomas
(microcuerpos). Esta enzima cataliza la descomposicion de peroxido de hidrogeno en
agua y oxigeno. El perdxido de hidrégeno se forma en la célula eucariota como un
subproducto de diversas reacciones de oxidacion y por la accién de la SOD. El peréxido
de hidrogeno es altamente perjudicial para la célula y su acumulacién provoca la
oxidacion del ADN, proteinas y lipidos, lo que conduce a mutagénesis y muerte celular. La
eliminacion del H,O, de la célula por la acciéon de la catalasa proporciona proteccion
contra el estrés oxidativo (Zamocky y Koller, 1999).

1.2.4 Regulacién transcripcional de las enzimas antioxidantes

Las modificaciones del estado oxido-reduccion en la célula activan diversos
factores de transcripcién que regulan la respuesta antioxidante. EI mecanismo de defensa
implica la induccién coordinada de un numero de genes que codifican a enzimas
antioxidantes, factores neurotréficos y proteinas de supervivencia celular; incrementando
los niveles de expresion en respuesta al estrés oxidativo (Huang y cols., 2000; Texel y
Mattson, 2011).

Cuando los ligandos correspondientes se unen a los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), receptores del factor de crecimiento (TGF) y receptores de insulina
(IR) se desencadenan diferentes respuestas moleculares en las neuronas. La activaciéon
del factor de transcripcion NFR2 se da cuando las cinasas PERK, PKC, MAPK y la via de
sefializacion del fosfatidilinositol-3-quinasa y la proteina quinasa B (PISK/AKT) actuan
sobre el complejo formado por la proteina citoplasmatica y el factor de transcripcion
Keapl-NRF2, liberando asi NRF2 que se trasloca al nicleo donde se une al elemento de
respuesta antioxidante (ARE). Por otro lado, PI3K/AKT también activa al factor nuclear
kappa B (NFkB) e inhibe al factor de transcripcion FOXO3 para poder reducir la respuesta

al estrés celular. El incremento del estrés oxidativo, generado principalmente por el



aumento en los niveles de ATP y ROS en la mitocondria, induce la fosforilacién de
FOXO3 y permite su traslocacion al nicleo donde se une con un promotor. La activacion
de todas estas vias de sefializacion permite que los factores de transcripcion NRF2, NFkB
y FOXO3 codifiquen la expresion de enzimas antioxidantes como Cu/Zn-SOD, Mn-SOD,
GPX'y CAT (figura 2) (Martin y cols., 2004; Min y cols., 2011; Dal-Cim y cols., 2012).
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Figura 2. Via de sefalizacién para la regulaciéon transcripcional de las enzimas antioxidantes. En
las neuronas, cuando los ligandos correspondientes se unen a los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), receptores del factor de crecimiento (TGF) y receptores de insulina (IR) se
desencadenan diferentes vias de sefializacion a través de las cinasas PKC, MAPK, PI3K y PERK
para activar a los factores de transcripcion como NRF2, NFkB y FOXO3 que se translocan al
nucleo y codifican la expresion de SOD, GPX y CAT. (Modificado de Mattson y Cheng, 2006).



1.3 Sapogeninas esteroidales

Las saponinas son compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en
plantas, la mayoria de ellas presentan propiedades medicinales, por esta razén existe un
gran interés en este tipo de compuestos y sus analogos, asi como en el estudio de su
caracterizaciéon estructural y propiedades biol6gicas. Las sapogeninas esteroidales como
diosgenina (1), hecogenina (2) y sarsasapogenina (3) (figura 3) son productos naturales

obtenidos a partir de saponinas (Fernandez-Herrera y cols., 2009).

(1) (2) (3)

Figura 3. Estructura quimica de sapogeninas esteroidales.

En los experimentos realizados por Chiu y cols., (2011), la administracion de
diosgenina por via oral durante 4 semanas mostré un efecto neuroprotector en ratones
seniles inducidos con D-galactosa. En el laberinto acuatico de Morris, los animales
administrados con diosgenina tuvieron un menor tiempo de latencia para encontrar la
plataforma de escape, mostrando una mejora en el aprendizaje y la memoria espacial en

comparacion con los ratones seniles sin tratamiento (figura 4).
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Figura 4. Tiempo de latencia para encontrar la plataforma de escape en el laberinto acuatico de
Morris. Los resultados indican la mejora en la memoria y aprendizaje de los ratones seniles
administrados con diosgenina (Chiu y cols., 2011).

La diosgenina disminuye los niveles de malondialdehido (MDA) y aumenta la
actividad de enzimas antioxidantes como SOD y GPX en el cerebro de ratones tratados

con D-galactosa (figura 5).
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Figura 5. Efecto de la diosgenina sobre la actividad de enzimas antioxidantes en el cerebro de
ratones seniles inducidos con D-galactosa. A) Superdxido dismutasa (SOD). D-gal ##p<0.01
comparado con el grupo normal. **p<0.01 comparado con el grupo D-galactosa (n=10). B) Glutatién
peroxidasa (GPX). D-gal #p<0.001 comparado con el grupo normal. *p<0.05 comparado con el
grupo D-galactosa (n=10) (Chiu y cols., 2011).

Por otro lado, Pari y cols., (2012) reportaron que la diosgenina administrada por
via oral durante 28 dias, disminuye el estrés oxidativo en el tejido aortico de ratas
diabéticas. Los autores encontraron una disminucion de la lipoperoxidaciéon y una mejora
en el estado antioxidante debido a un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes,
como catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPX), glutation
reductasa (GR) y glutatién S-transferasa (GST) (figura 6).

Unidades/mg de proteina

Grupos CAT SOD GPX GR GST

Control normal 5.80 6.38 4.11 291 0.96
Normal + Dg (40 mg/kg) 5.41 5.91 4.22 2.44 0.86
Control diabética 3.51 4.37 1.97 0.79 0.55
Diabética + Dg (40 mg/kg) 5.41 5.75 3.15 1.97 0.75

Figura 6. Aumento de la actividad de enzimas antioxidantes en ratas diabéticas administradas con
diosgenina (Pari y cols., 2012).



1.4 El compuesto colestanico BSS-4

El triacetato de 22-oxocolest-5-en-3[3,163,26-triilo (BSS-4), es un compuesto
colestanico que se obtiene cuando sapogeninas esteroidales como la diosgenina son
tratadas con anhidrido acético (Ac,O) y eterato de trifluoruro de boro (BF;-OEt,), a
temperatura de 0 a 5 °C (rendimiento del 80-85%) (Figura 7) (Fernandez-Herrera y cols.,
2009).

El compuesto colestanico BSS-4, se obtuvo en el Laboratorio de sintesis y
modificacion de productos naturales, de la Facultad de Ciencias Quimicas, bajo la
direccion del Dr. Jesus Sandoval Ramirez.

OAc

Figura 7. Sintesis de BSS-4 a partir de diosgenina (Fernandez-Herrera y cols., 2009).

Estudios realizados en el laboratorio de Neuroquimica, indican que la
administracién intraperitoneal de 1.5 mg/kg de BSS-4 en ratas integras aumenta la
longitud dendritica y el nimero de dendritas produciendo un probable efecto tréfico (figura
8). Por otro lado, en un modelo excitotoxico la administracién intraperitoneal de 0.5, 0.25y
0.125 mg/kg de BSS-4 detiene el dafio, con un probable efecto neuroprotector que se
deduce del incremento en la longitud dendritica y nimero de dendritas (figura 9) (Trejo,
2013).
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Figura 8. Los grupos de ratas integras administradas con dosis de 1.5 mg/kg de BSS-4 presentan
un aumento en longitud dendritica (A, ANOVA no paremétrica de Kruskal-Wallis de comparaciones
multiples, *p<0.05) y niamero de dendritas (B, ANOVA paramétrica de una via post-hoc Tuckey
*p<0.05) (Trejo, 2013).
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Figura 9. A) Longitud dendritica (ANOVA no paremétrica de Kruskal-Wallis de comparaciones
multiples, *p<0.05) y B) numero de dendritas (ANOVA paramétrica de una via post-hoc Tuckey
*p<0.05) en los grupos de ratas lesionadas que fueron administradas con dosis de 0.5, 0.25 y
0.125 mg/kg de BSS-4 (Trejo, 2013).
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1.5 La cafeina

La cafeina es la sustancia psicoactiva mas estudiada en el mundo, sin embargo
continta provocando controversia si su uso esta asociado con consecuencias adversas o
benéficas para la salud. Se ha demostrado que la cafeina y sus metabolitos (figura 10)
tienen efectos antioxidantes y estas propiedades estan relacionadas con sus acciones
neuroprotectoras. Por otro lado, se ha postulado que existe una relacion entre el consumo
de cafeina y el riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o
Parkinson. Los estudios in vivo con administraciones cronicas de cafeina sugieren que
este compuesto aumenta la actividad de enzimas antioxidantes en el cerebro, el higado y
el corazon (Noschang y cols., 2009; Prasanthi y cols., 2010; Abreu y cols., 2011).
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Figura 10. Estructura quimica de cafeina y sus metabolitos (Tomado de Lee, 2000).
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La absorcion de cafeina es completa y la via de administracion no altera las
concentraciones plasmaticas en animales. Para dosis menores de 10 mg/kg la vida media
de cafeina va de 0.7-1.2 h en rata y ratén. Se metaboliza en el higado para formar dimetil
y monometil xantinas, acido drico, alantoina y derivados de uracilo. La cafeina por su
caracteristica hidrofobica, atraviesa todas las membranas biolégicas incluyendo barrera
hematoencefalica y placentaria. La dosis letal 50 (DLs,) para rata es de 200 mg/kg
(Fredholm y cols., 1999).

La cafeina es un antagonista no selectivo de los receptores de adenosina A;y
Aza, Y muestra menor afinidad por los receptores Ay y Az (Agostinho y cols., 2000).
Cuando la cafeina se une a los receptores A; y A, acoplados a proteinas G,y Gs
respectivamente, provoca la inhibicién de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles de
ATP que bloguean a los canales de K*, el aumento de K" intracelular provoca un cambio
en el potencial de membrana que permite la apertura de los canales de Ca®* dependientes
de voltaje, lo que desencadena la liberacion de glutamato, éste al ser vertido en la
sinapsis se une a los receptores NMDA y AMPA. La activacion del receptor AMPA permite
la entrada de Na® que despolariza a la célula, este cambio de potencial de membrana
libera al receptor NMDA del ion Mg®" que lo mantenia bloqueado facilitando la entrada de
Ca?". La activacion de CaMKIl por el Ca*" desestabiliza los filamentos de actina que son
reorganizados y elongados por la Arc. Por otro lado, la cafeina inhibe a la fosfodiesterasa
3 que hidroliza a AMPc a sus formas no ciclicas por lo tanto, el AMPc se acumula en las
células y activa a PKA que fosforila a los factores de transcripcion como CREB, c-Fos,
IEGs y AP-1 que codifican la expresién de enzimas antioxidantes y la estimulaciéon de
neurotrofinas que participan en los mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria
promoviendo la plasticidad neuronal (figura 11) (Fisone y cols., 2004; Landolt y cols, 2012;
Bekinschtein y cols., 2014).

Los receptores A; y A, son altamente expresados en el sistema nervioso central;
los A; se encuentran ampliamente distribuidos en el hipocampo, la corteza cerebral y el
cerebelo mientras que los A,s son abundantes en el cuerpo estriado dorsal, el nucleo

accumbens y el tubérculo olfatorio (Kalda y cols., 2006).
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Figura 11. Esquema que representa el mecanismo de accion de la cafeina. El bloqueo de los
receptores A; y Ayn por la cafeina inhibe la accién de la fosfodiesterasa 3 por lo tanto el AMPc
activa a factores de transcripcion como CREB, c-Fos, IEGs y AP-1 que codifican la expresion de
enzimas antioxidantes y la estimulacién de neurotrofinas, también provoca la inhibicion de la
adenilato ciclasa, aumentando los niveles de ATP que bloquean a los canales de K, y permite la
apertura de los canales de ca” dependientes de voltaje lo que desencadena la liberacion de
glutamato, éste al ser vertido en la sinapsis se une a los receptores NMDA y AMPA promoviendo la
plasticidad neuronal. Las lineas rojas y azules indican las regulaciones positivas y negativas,

respectivamente (Modificado de Fisone y cols., 2004; Landolt y cols., 2012).
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Noschang y cols. (2009) estudiaron el efecto de la administracion cronica de
cafeina (40 dias) sobre el sistema antioxidante en diferentes regiones en cerebro de ratas
estresadas y no estresadas. La administracion se llevo a cabo por via oral (0.3 'y 1.0 g/l),
la cafeina fue disuelta en el agua que se les ofrecié a los animales para beber. Fueron
evaluadas las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), la actividad de
enzimas antioxidantes como la SOD, GPX y CAT en el hipocampo, el cuerpo estriado y la
corteza cerebral. En ese estudio no se encontr6 diferencia significativa en la
determinacion de TBARS y la actividad de las enzimas antioxidantes en el hipocampo, sin
embargo la administracion cronica de cafeina induce un aumento en la actividad de SOD
y CAT en esta estructura cerebral (figura 12), mientras que en el cuerpo estriado y en la

corteza cerebral aumenta la actividad SOD y GPX respectivamente.
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Figura 12. Efecto del consumo crénico de la cafeina sobre la actividad de enzimas antioxidantes:
A) SOD, B) CAT y C) GPX en el hipocampo de ratas sin estrés y con estrés. La prueba estadistica
ANOVA de dos vias no muestra diferencia significativa entre los grupos (p>0.05) (Noschang y
cols. 2009).
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El estudio desarrollado por Abreu y cols. (2011) evalué el efecto de la
administracion cronica de café (3% y 6%) y cafeina (0.04% y 0.08%) sobre la funcién
cognitiva y la modulacion del sistema antioxidante. Los resultados muestran que los
grupos con tratamiento presentaron una mejor consolidacion en la memoria espacial de
largo plazo en comparacion con el grupo control (figura 13). El indice de discriminacion de
objetos se calculé dividiendo el tiempo empleado por los animales para reconocer el
objeto nuevo entre el tiempo total dedicado a explorar los dos objetos, el objeto viejo y el

nuevo.
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Figura 13. Efecto de la administracién crénica de café y cafeina por via oral en la tarea de
reconocimiento de objetos. A) Primer ensayo, B) segundo ensayo, 90 min después y C) tercer
ensayo, 24 h después. El indice de discriminacion se calcul6 como el tiempo empleado por cada
animal que explora el objeto nuevo dividido entre el tiempo total dedicado a explorar los dos
objetos (Abreu y cols., 2011).
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El consumo crénico de cafeina disminuye la lipoperoxidacién de las membranas,

aumenta la concentracion de glutation, un potente antioxidante endégeno e incrementa la

actividad de GSH, GR y SOD (figura 14). Se ha demostrado que la cafeina se une a los

receptores de adenosina, los cuales estan involucrados en la regulacion de la produccion

de radicales libres en las neuronas y otros sistemas biolégicos. La cafeina presenta una

accion protectora ante el estrés oxidativo y mejora la ejecucion en la prueba de

reconocimiento de objetos.

TBARS GSH GPX GR SOD
Grupos (nmol/mg (nmol/mg (umol/mg (umol/mg (U/mg
de proteina) de proteina) de proteina) de proteina) de proteina)
Control 2.37+£0.22 7.55 + 0.67 10.28 £ 0.99  31.23 £ 3.20 1.56 + 0.09
3% café 1.33 £0.07* 8.44 + 0.68 996 +0.77 47.20+3.76* 1.73+0.13
6% café 131 +£0.08* 1266+052* 1201+1.01 4755+456* 229+0.18*
0.04% cafeina | 1.48 + 0.09 * 9.88 + 0.55 1055+ 0.72 49.76 £166* 252+0.25*
0.08% cafeina | 1.79+0.12* 11.99+1.13* 1230+1.01 5058+497* 242+0.20*%*

Figura 14. La administracién crénica de café y cafeina en ratas disminuye las sustancias reactivas
al &cido tiobarbitarico (TBARS) e incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes como GSH,
GR y SOD. (ANOVA y prueba de Duncan *p<0.05) (Abreu y cols., 2011).

Los efectos benéficos de la cafeina sobre la memoria, se deben principalmente a

los receptores A; y su capacidad de modular la transmisién glutamatérgica, especialmente

en la plasticidad dependiente del receptor de NMDA, en el control de la apoptosis y en el

metabolismo cerebral. Todo lo anterior, sugiere que el consumo de cafeina es una

estrategia profilactica y puede ser una opcién terapéutica para muchas enfermedades

neurodegenerativas crdnicas que producen déficits de memoria (Ferre y cols, 2008).

Sin embargo, Shukitt-Hale y cols., (2013) reportan que la administracién por via

oral de cafeina no muestra efectos en la mejora de la memoria y el aprendizaje en ratas

de edad avanzada, por lo tanto sugieren que los beneficios neuroprotectores del café no

se deben a la cafeina por si sola, sino mas bien a los polifenoles y a otros compuestos

bioactivos contenidos en él. Concluyen que el café tiene efectos positivos sobre la

cognicion y el comportamiento psicomotor en el envejecimiento.

16



Asi mismo, Jang y cols., (2013) reportaron que la administraciéon oral por sonda
nasogastrica de café instantdneo descafeinado inhibe el deterioro de la memoria inducido
por la escopolamina, la cual se evalué en la tarea del laberinto acuéatico de Morris y la
prueba de evitacion pasiva. El café instantaneo descafeinado suprime la elevacion del
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la estimulacién del factor nuclear kB (NF-kB)
inducidos por la escopolamina en el hipocampo de rata. Estos hallazgos sugieren que el
café descafeinado puede prevenir la pérdida de memoria a través de la inhibicion de la
activacion del TNF-a y NF-kB.

1.6 La memoriay el aprendizaje

El aprendizaje es el proceso mediante el cual se adquieren conocimientos sobre el
entorno y la memoria es el proceso por el cual el conocimiento del entorno es codificado,
almacenado y recuperado. El aprendizaje modifica el comportamiento posterior, mientras
que la memoria permite recordar experiencias pasadas. Por otro lado, la cognicién es un
término muy amplio que se aplica a los procesos como la memoria, la asociacion, el
lenguaje, la atencién, la formacion de conceptos y la resolucion de problemas (Sharma y
cols., 2010).

Existen dos clases de aprendizaje, asociativo y no asociativo. En el aprendizaje
asociativo el sujeto aprende una relacién entre dos estimulos o entre un estimulo y un
comportamiento. El laberinto de Barnes y el reconocimiento de objetos son tareas
conductuales que permiten evaluar el aprendizaje asociativo. El aprendizaje no asociativo
se produce cuando se expone al animal, una o varias veces a un solo tipo de estimulo.
Hay dos tipos de aprendizaje no asociativo: la habituacién y sensibilizacién (Squire y Zola,
1996; Talpos y cols., 2008).

En términos generales la memoria puede ser clasificada en dos grandes grupos:
declarativa y no declarativa. La memoria declarativa se refiere a la informacion que se
transmite o expresa convencionalmente y la memoria no declarativa representa las
habilidades de percepcion que no se pueden transmitir verbalmente. La memoria
declarativa depende del hipocampo y el I6bulo temporal medial, mientras que la no
declarativa esté relacionada con la amigdala, el cerebelo, el estriado y las vias reflejas
(Squire y Zola, 1996; Eichenbaum, 2004).
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Otra clasificacion frecuente de la memoria es de corto y de largo plazo. La
memoria de corto plazo permite el almacenamiento de una cantidad limitada de
informacién durante un periodo corto de tiempo, por otro lado la memoria de largo plazo
activa mecanismos neuronales que permiten almacenar una gran cantidad de informacion

durante un periodo de tiempo indefinido (Moscovitch y cols., 2006).
1.7 El hipocampo y la memoria espacial

El hipocampo es una estructura cerebral que participa en los procesos de
aprendizaje y memoria, asi como en el déficit cognitivo relacionado con la edad
(Stefanacci y cols., 2000; Corkin, 2002).

La memoria espacial involucra a la memoria no declarativa (procesal), declarativa
(semantica y recuerdos episddicos), asi como la memoria de corto y largo plazo. Cuando
un animal explora un nuevo espacio, las neuronas del hipocampo emiten un patrén de
despolarizacién, lo que permite codificar el sentido de ubicacion y reflejar la informacion
mediante una representacion interna del espacio que lo rodea (Van Dam y cols., 2006).
Las conexiones que el hipocampo establece, permiten mediar los pasos iniciales en la
conversion de la memoria espacial de corto plazo a memoria de largo plazo. Durante el
aprendizaje de una nueva tarea, el giro dentado y la region de CA3 del hipocampo,
reciben la informacién proveniente de los I6bulos temporal y parietal a través de la corteza
entorrinal. El giro dentado produce una representacion dispersa del aprendizaje,
favoreciendo que la regiéon de CA3 codifique la informacion para elaborar una nueva
representacion. La region de CA3, también participa en la memoria de corto plazo,
permitiendo la recuperacién de la informacién. Por dltimo, las conexiones de las neuronas
de CAL recodifican la informacién de la region de CA3 permitiendo que se lleve a cabo el
proceso de consolidacion, por medio de las colaterales de Schaffer (figura 15) (Carrillo-
Mora y cols., 2009; Rendeiro y cols., 2009).
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Figura 15. Las neuronas de la capa Il de la corteza entorrinal, formada por la corteza entorrinal
medial (CEM) y lateral (CEL), envian proyecciones hacia el giro dentado (GD) y la regién CA3 a
través de la via perforante medial (VPM) y lateral (VPL). Las neuronas granulares del GD
proyectan hacia la region CA3 a través de las fibras musgosas (FM). Las neuronas piramidales del
CA3 conectan a la region CA1l por medio de las colaterales de Schaffer (CS). (Tomado de
Rendeiro y cols., 2009).

1.7.1 Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes creado por Carol Barnes, es una tarea que evalla el
aprendizaje y memoria espacial en roedores; se compone de una plataforma circular
elevada con agujeros en la periferia. En el centro de la superficie se expone al animal a un
estimulo aversivo, luz o ruido intenso, y debido a esto los animales buscan y entran a la
caja de escape ubicada debajo del agujero elegido (Dawood y cols., 2004). Los sujetos
experimentales aprenden la localizacién de la caja de escape usando puntos espaciales
de referencia (sefiales extra laberinticas) que se colocan cerca del laberinto. El
fundamento conductual de la prueba se basa en la preferencia innata de los roedores a

los espacios cerrados y a la obscuridad (Barnes, 1979).
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1.7.2 Reconocimiento de objetos

La tarea de reconocimiento de objetos evalta la memoria espacial a través de la
exploracion de objetos. La prueba adaptada para ratas y ratones, se basa en la
preferencia que tienen los animales por explorar un objeto nuevo sobre un objeto
conocido. El desarrollo de la tarea consiste en tres etapas: habituacion, primera y
segunda fase. Durante la habituacion se permite que el animal explore libremente el area
en donde se realizara la prueba. En la primera fase, se coloca al animal en el centro del
area para que reconozca dos objetos idénticos, después de un tiempo determinado, el
animal regresa a su caja de cautiverio. En la segunda fase, el sujeto experimental regresa
nuevamente al area que contiene dos objetos, uno de ellos es nuevo y el otro es uno de

los objetos previamente presentados (Antunes y Biala, 2012).
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2. JUSTIFICACION

Los organismos aerbbicos son altamente susceptibles al estrés oxidativo, la
mayoria de las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por las mitocondrias
durante la respiracion celular. En las neuronas el incremento de las ROS contribuye a
desarrollar enfermedades neurodegenerativas provocando disminucion de las
capacidades cognitivas como el aprendizaje y la memoria. El cerebro es particularmente
vulnerable a la produccién de ROS, ya que metaboliza el 20% del total de oxigeno del
cuerpo, posee un alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados y bajos niveles
antioxidantes enddgenos en comparacion con otros tejidos (Patten y cols., 2010; Steckert
y cols., 2010).

Estudios realizados con diosgenina muestran un efecto neuroprotector, aumento
en la actividad de enzimas antioxidantes, disminucion del estrés oxidativo, asi como una
mejora en la memoria y aprendizaje en roedores (Chiu y cols., 2011; Pariy cols., 2012). El
BSS-4, un compuesto colestanico sintetizado a partir de diosgenina, aumenta la longitud
dendritica y el nimero de dendritas en ratas intactas, y muestra un efecto neuroprotector

en un modelo de lesién excitotoxica en el hipocampo de rata (Trejo, 2013).

Por otro lado, existen evidencias que sugieren que la cafeina mejora el aprendizaje
y la memoria, disminuye la lipoperoxidacion y aumenta la actividad de enzimas
antioxidantes en el cerebro de rata (Ferre y cols., 2008; Noschang y cols., 2009; Cunha y
Agostinho., 2010; Abreu y cols., 2011), por el contrario, otros estudios indican que la
cafeina provoca un déficit en la memoria y aprendizaje teniendo un efecto negativo sobre

la cognicion en roedores (Shukitt-Hale y cols., 2013; Jang y cols., 2013).

Por dltimo, pruebas electrofisiolégicas y tareas conductuales realizadas en
animales indican que el hipocampo es una regién que participa en la recuperacion de la

memoaria espacial (Lisman y cols., 2005).

Tomando en cuenta lo anterior, existe la posibilidad que la administracién crénica
de BSS-4 y cafeina mejore la recuperacion de la memoria espacial evaluada en las tareas
conductuales de laberinto de Barnes y reconocimiento de objetos y aumente la actividad
de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation

peroxidasa (GPX) en el hipocampo de rata.
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3. HIPOTESIS

La administracion crénica de BSS-4 y cafeina mejora la recuperacion de la
memoria espacial de largo plazo y aumenta la actividad de enzimas antioxidantes en el

hipocampo de rata.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion cronica de BSS-4 y cafeina a diferentes
dosis sobre la recuperacion de la memoria espacial de largo plazo y la actividad de

enzimas antioxidantes en el hipocampo de rata.

4.1 Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la administracién crénica de 0.5 y 1.0 mg/kg de BSS-4,
sobre la recuperacién de la memoria espacial de largo plazo en las tareas de
laberinto de Barnes y reconocimiento de objetos.

e Determinar el efecto de la administracién crénica de 0.5 y 1.0 mg/kg de BSS-4,
sobre la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y

catalasa en el hipocampo de rata.

o Determinar el efecto de la administracion crénica de 7.5 y 15 mg/kg de cafeina,
sobre la recuperacién de la memoria espacial de largo plazo en las tareas de

laberinto de Barnes y reconocimiento de objetos.
e Determinar el efecto de la administracion cronica de 7.5 y 15 mg/kg de cafeina,

sobre la actividad enzimatica de la superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y

catalasa en el hipocampo de rata.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

Ingreso de ratas hembra de la cepa Sprague Dawley

Acondicionamiento de las ratas

Aleatorizacion
(n=6)
I

Experimento 1

Experimento 2

v

y

v

y
Intacto Control con || vehiculo || BSS-4/D1 || BSS-4/D2 ss| || Cafeina/D1 || Cafeina/D2
aprendizaje 0.5 mg/kg || 1.0 mg/kg 7.5 mg/kg || 15 mg/kg

Administracién cronica, 25 dias

Dia 25

Adquisicioén de la informacion

v

Laberinto de Barnes

Reconocimiento de objetos
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Dia 26

Recubneracién de la informacién
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Determinacién de la actividad enziméatica de:
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Andlisis estadistico de los datos
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6. METODO GENERAL

6.1 Animales

Los sujetos de experimentacién fueron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley
con un peso de 200-260 g, provenientes del bioterio Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Autdbnoma de Puebla. En el vivario del Laboratorio de Neuroquimica, los
animales fueron alojados individualmente en cajas de acrilico transparentes con alimento
y agua ad libitum, con ciclo luz/oscuridad de 12/12 h, temperatura de 22+ 2 °C, y
humedad relativa de 50 + 5%.

Durante su estancia, los sujetos fueron manipulados durante 3 min todos los dias,
para habituarlos al experimentador y reducir el nivel de estrés. Todos los experimentos
cumplieron los lineamientos del Reglamento del Comité para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Universidad Autbnoma de Puebla (2007) el cual establece
el cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) acerca de las
“Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion;
2001).

La experimentadora recibié capacitacion tedrica y practica en: “Manejo y vias de
administracion en ratas de laboratorio” que se acreditd el 1 de marzo de 2013, asi como
en “Principios de anestesia, analgesia y cirugia en ratas de laboratorio” el 19 de julio de

2013, por el bioterio “Claude Bernard”.
6.2 Preparacion del BSS-4 y cafeina

Se prepar6 una solucién estandar de BSS-4 con una concentracion de 1 mg/2 ml,

empleando 1 ml de buffer de fosfatos (pH= 7.4) y 1 ml de agua desionizada. La solucién

de cafeina (Sigma-AIdrich®) tuvo una concentracion de 15 mg/ml.
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6.3 Administracién crénica

Los grupos experimentales y los grupos controles fueron administrados durante 25

dias por via intraperitoneal, bajo el siguiente protocolo:

Grupo (n=6) Dosis

Vehiculo 0.5ml
Experimento 1 BSS-4/D1 0.5 mg/kg
BSS-4/D2 1.0 mg/kg

SSI 0.25 ml
Experimento 2 Cafeina/D1 7.5 mg/kg
Cafeina/D2 15 mg/kg

Tabla 1. Protocolo de la administracion cronica a los diferentes grupos experimentales

6.4 Pruebas conductuales

6.4.1 Laberinto de Barnes

Consiste en una superficie circular de acrilico blanco con un diametro de 100 cm,
en su periferia tiene 18 agujeros de un diametro de 8.5 cm, los agujeros se encuentran
abiertos, excepto el agujero de escape al cual se le coloca una caja de acrilico negro de
9x12x14 cm. El area de conducta cuenta con cuatro sefiales extra laberinticas y en la
parte superior del laberinto se encuentra una lampara, la cual emite una luz blanca que

cumple con la funcién de estimulo aversivo.
e Sesion de adquisiciéon de la informacién

El dia 25 después de la ultima administracion (BSS-4 o cafeina), los grupos
experimentales fueron colocados en la zona de habituacion 30 min antes de iniciar la
sesion de adquisicion. En la primera etapa de ésta tarea, los animales recibieron un total
de tres sesiones de entrenamiento. El sujeto de experimentacién se coloc6 en el centro
del laberinto bajo una caja de “inicio” en la cual permanecio 30 seg, transcurrido este
tiempo se encendio la lampara y se levanto la caja, permitiendo que el animal iniciara la
exploracion en la superficie del laberinto, el tiempo maximo de latencia de escape fue 120

seg, si transcurrido este tiempo el animal no encontraba la caja de escape, se le conducia
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a ella y permaneci6 dentro durante 60 seg, una vez finalizado este periodo de tiempo, el
roedor regreso a su caja de alojamiento. Si el animal encontré la caja de escape y entro,
la luz fue apagada, permitiendo que el sujeto de experimentacion permaneciera 15 seg
dentro de ella; se registrd el tiempo de latencia, al momento de entrar a la caja.
Posteriormente el animal regres6 a su caja de cautiverio donde permanecié hasta la

siguiente sesion, el tiempo de descanso entre las sesiones fue de 20 min.
e Sesion derecuperacion de la memoria de largo plazo

La segunda etapa se realiz6 24 h después de la adquisicién, siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente. Se registré el tiempo de latencia de entrada a la

caja de escape.
6.4.2 Prueba dereconocimiento de objetos

Esta tarea consiste en la exploracion de objetos colocados en una caja de acrilico
negro con dimensiones de 30x55x60 cm. El desarrollo de esta prueba consistié en tres
etapas: habituacion, primera y segunda fase.

e Sesion de adquisicion de la informacién

El dia 25 después de terminar la tarea del laberinto de Barnes los sujetos
experimentales realizaron la prueba de reconocimiento de objetos. Durante la habituacion
se permiti6 que el animal explorara libremente la caja de acrilico, en un tiempo asignado
de 5 min. En la primera fase, se colocé a la rata en el centro de la caja para que
reconociera dos objetos idénticos, después de 180 seg de exploracion, el animal regresé
a su caja de cautiverio. En la segunda fase el sujeto experimental se coloc6 nuevamente
en la caja de observacion la cual contenia dos objetos; uno de ellos era nuevo y el otro
era uno de los objetos previamente presentados, el tiempo asignado en esta tarea fue de
180 seg, los animales recibieron un total de tres sesiones de entrenamiento.
Posteriormente el animal regres6é a su caja de alojamiento donde permanecié hasta la

siguiente sesion, el tiempo transcurrido entre las sesiones fue de 20 min.
e Sesion de recuperacion de la memoria de largo plazo

Se realiz6 la segunda fase de esta tarea 24 h después de la adquisicion, siguiendo
el mismo procedimiento anteriormente descrito. Se cuantificé el tiempo que la rata exploré

cada uno de los objetos presentados a traves del tacto y el olfateo durante 180 seg.
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6.5 Pruebas bioquimicas

6.5.1 Preparacion de las muestras

Después de la prueba de reconocimiento de objetos, todos los animales fueron
decapitados, posteriormente se extrajo el hipocampo completo. Para la determinacién de
la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX), el tejido fue
homogeneizado en una relacion de 20% peso/volumen, es decir, 20 mg del tejido en 100
pl de PBS 50 mM (pH=7.4) y 1 mM de EDTA. El peso del tejido fue estandarizado para
todas las muestras. Para la determinaciébn de la actividad de catalasa (CAT), se
homogeneizd6 1 mg del tejido en 100 pyl de PBS 500 mM (pH=7.4). Todos los
homogeneizados fueron centrifugados a 12, 000 rpm durante 30 min a 4 °C, en una
microcentrifuga refrigerada (Hettich Mikro 200R). Se recuperaron los sobrenadantes y se
mantuvieron a -20 °C. Todas las muestras fueron procesadas por duplicado. Las
reacciones colorimétricas fueron leidas en el espectrofotometro (Varian Cary 50 UV-Vis).
En todas las determinaciones la medicién para calibrar el espectrofotometro fue frente al

aire.
6.5.2 Determinacién de la actividad enzimética de la superéxido dismutasa

La funcién de la superéxido dismutasa es acelerar la dismutacion del radical toxico

superoéxido (O,e.) en perdxido de hidrogeno y oxigeno molecular.

La actividad enzimatica de la SOD, expresada en U/mg de proteina, fue
determinada usando el kit de diagnéstico RANSOD (RANDOX). Este método emplea
xantina y xantina oxidasa (XOD) para formar radicales superéxido, los cuales reaccionan
con el cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (INT) para producir
formazan rojo. Se mide la actividad de la superéxido dismutasa por el grado de inhibicién
de esta reaccion. Una unidad de SOD es la que a 505 nm causa un 50% de inhibicién del

valor de reduccion de INT bajo las condiciones del andlisis.
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Se realiz6 la curva de calibracion de SOD usando diluciones del patrén
proporcionado en el kit de diagndstico RANSOD (RANDOX) (figura 16). En los microtubos
correspondientes, se colocaron 25 pul del sobrenadante de las muestras y el blanco
(solucién tampdn). Se adicionaron 850 pl del sustrato mixto, se mezclé y se incubo junto
con 125 ul de xantina oxidasa a 37 °C. Al cabo de 30 seg se realizd la lectura de la
absorbancia inicial a 505 nm (Al) y 3 min después la absorbancia final (A2). Se calculé el

incremento de la absorbancia por min para cada muestra.

120 +

R2 =0.9893
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Log 10 (concentracion del patrén en unidades SOD/ml)
Figura 16. Curva de calibracion para la determinacién de SOD. El % de inhibicion y la

concentracion del patrén son directamente proporcionales, es decir, a mayor % de inhibicién mayor

concentraciéon de la enzima.
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6.5.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa cataliza la reduccion del peréxido de hidrogeno (H,O,) y
una amplia variedad de perdxidos organicos (R-OOH) a alcoholes estables (R-OH) y

agua, usando al glutatién celular como el agente reductor.

La actividad enziméatica de GPX, expresada en mmol/min/mg del tejido, fue
determinada usando el kit de ensayo de actividad celular Glutation peroxidasa (Sigma-
AIdrich®). Este método utiliza una determinacion indirecta. Esta basado en la reaccion de
oxidacion, que sufre el glutation (GSH) a glutation oxidado (GSSG), catalizada por la
GPX. La reaccion entre GSSG y NADPH (b-nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato, en
su forma reducida) en presencia de la glutatién reductasa (GR) da como resultado GSH y
NADP" en su forma oxidada. La disminucién de la absorbancia, medida a 340 nm, durante
la oxidacion de NADPH a NADP" indica la actividad de la GPX.

GPX
R-OOH +2GSH — > R-OH + GSSG +H,0

+ GR +
GSSG + NADPH+H —>2 GSH + NADP

La reaccion se realiz6 a 25 °C y pH 8.0, y fue iniciada por la adicién del perdxido
organico ter-butil hidroperoxido (t-Bu-OOH). Este sustrato es adecuado para la
determinacion, ya que su reaccion espontanea con el GSH es baja y no se metaboliza por

la catalasa.

En los microtubos del control positivo y la muestra del tejido, se colocaron 890 pl
del buffer de GPX que contenia 50 mM Tris HCI (pH 8.0), con 0.5 mM EDTA, mientras
gue para el blanco se adicionaron 940 pul del buffer. Se afiadieron 50 yl de 5 mM NADPH
y 50 pl del sobrenadante de las muestras o 50 pl de la enzima en el control positivo; se
mezclé por inversion. La reaccion inicié cuando se adicionaron 10 pl de la solucion 30 mM
ter-butil hidroperéxido. Nuevamente se mezclé por inversion y a los 60 seg se realiz6 la

lectura a 340 nm.
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6.5.4 Determinacion de la actividad enziméatica de la catalasa

La catalasa (CAT) cataliza la descomposicion de peroxido de hidrégeno (H,O,) en
agua y oxigeno. La actividad enzimatica de la CAT, expresada en umol/min/mg del tejido,
fue determinada usando el kit de actividad Catalasa (Sigma—AIdrich®). Este kit proporciona
un ensayo colorimétrico para el estudio de la actividad de catalasa en diversos tejidos y
organelos celulares. Una unidad de catalasa descompone 1 umol de H,O,y agua por min
apH 7.0 a 25 °C en un sustrato de 50 mM de H,O,; la absorbancia fue medida a 520 nm.

Se realiz6 la curva de calibracion de CAT usando diluciones de la solucion
estandar del kit de actividad Catalasa (Sigma—AIdrich®) (figura 17). Reaccion enzimatica:
en microtubos por duplicado se mezclaron 20 pl del sobrenadante de las muestras y 75 pl
del buffer que contenia 50 mM de fosfato de sodio (pH 7.0), en el blanco solo se agreg6 el
buffer. La reaccion empez6 cuando se adicionaron 25 ul de la solucion colorimétrica (200
mM H,0,). Se mezclé por inversion y se incubo durante 5 min a 25 °C. Posteriormente se

agregaron 900 ul de la solucién stop, que contenia 15 mM de azida de sodio en agua.

Se tomd una alicuota de 10 ul de la reaccion enzimatica y se afiadié 1 ml de la
solucion cromégena, compuesta por 150 mM buffer de fosfatos de potasio (pH 7.0), 0.25
mM 4- aminoantipirina y 2 mM de &cido 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfénico. La lectura

se realizé 15 min después, a 520 nm.
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Figura 17. Curva de calibracion para la determinacién de CAT. Entre mayor sea la absorbancia

existe mayor concentracion del radical libre H,O, y una menor actividad de la enzima.

6.6 Andlisis estadistico

Los datos de las tareas conductuales laberinto de Barnes y reconocimiento de
objetos fueron analizados con una ANOVA de medidas repetidas y una prueba de
comparaciones multiples de Tuckey. Los resultados obtenidos en la actividad enzimatica
de SOD, GPX y CAT, se analizaron con una ANOVA de una via y una prueba de

comparaciones multiples de Tuckey.
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7. RESULTADOS

De acuerdo al disefio experimental, los resultados obtenidos se abordaran en el

siguiente orden:

7.1 Experimento 1
Administracion de BSS-4

7.2 Experimento 2
Administracion de cafeina

7.1 Experimento 1

e Laberinto de Barnes

El analisis estadistico para evaluar el tiempo de latencia para encontrar la caja de
escape en el laberinto de Barnes fue una ANOVA de medidas repetidas y para investigar
las diferencias entre los tratamientos se usé la prueba de comparaciones mdltiples de

Tuckey.

Los animales realizaron la sesion de adquisicion el dia 25 inmediatamente
después de la ultima administracion de BSS-4, la sesién de recuperacion de la
informacion se realizd 24 h después. Los sujetos experimentales recibieron un total de

tres sesiones de entrenamiento, el tempo méaximo de latencia de escape fue de 120 seg.
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Figura 18. Variacién de las medias del tiempo de latencia para localizar la caja de escape
expresado en segundos. En los grupos administrados con BSS-4 mejora la adquisicion de la
informacion y facilita recuperacion de la memoria espacial de largo plazo, en comparacion con el
grupo control + A (*p<0.05) y con el grupo vehiculo (#p<0.05); mientras que en la sesién de
recuperacién de la informacion los grupos administrados con BSS-4 solo presentan diferencia
significativa en comparacion con el control + A (*p<0.05). (ANOVA de medidas repetidas y prueba

de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).

e Reconocimiento de objetos

El analisis estadistico para evaluar el indice de discriminacién de objetos fue una
ANOVA de una via y una prueba de comparaciones multiples de Tuckey, debido a que
solo se tiene una variable y los datos siguen una distribucion normal. El indice de

discriminacion de objetos se determin6 por medio de la ecuacion:

_ON-0V

D=———
Y ON OV

Donde (ID) representa el indice de discriminacion de objetos, (ON) objeto nuevo y
(OV) objeto viejo. Se cuantifico el nUmero de tactos y olfateos que realizaron los animales
para reconocer los objetos durante 180 seg. La calificacion otorgada al ID abarca un

intervalo de 0 a 1, en donde 1 significa que los animales emplearon mas tiempo
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reconociendo el objeto nuevo debido a que recordaban el objeto viejo presentado en la

fase uno del experimento.
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EZZ2 BSS-4/D1 0.5 mg/kg
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=
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Grupos

Recuperacion

Figura 19. Variacion de las medias del indice de discriminacion de objetos durante la fase 2 del

experimento. Los grupos administrados con BSS-4 presentan una mejora en la adquisicién vy

recuperacién de la memoria espacial de largo plazo, en comparacién con el grupo control + A

(*p<0.05) y con el grupo vehiculo (#p<0.05); mientras que el grupo vehiculo solo presenta

diferencia significativa en comparacion con el control + A (*p<0.05). (ANOVA de medidas repetidas

y prueba de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).

34



e Superoxido dismutasa

El dia 26 fue evaluada la actividad total de SOD en el hipocampo de los animales
pertenecientes a todos los grupos experimentales. La actividad enzimética se reporta

como Unidades/mg del tejido. Todas las determinaciones fueron procesadas por

S IR+
% -
§ 304 _ _ - %
? 20- E ////

Grupos

Figura 20. Variaciébn de las medias de la actividad de SOD. En los grupos de animales
administrados cronicamente con BSS-4 a dosis de 0.5 y 1.0 mg/ kg aumenta la actividad de la
superoxido dismutasa en comparacion con los grupos intacto, control + A y vehiculo. Al existir
diferencia entre los grupos BSS-4/ D1 y BSS-4/ D2, se sugiere que en los animales administrados
con BSS-4/ D1 existe mayor aumento en la actividad de SOD. (ANOVA de una via y prueba de

comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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Figura 21. Variacién de las medias de la actividad de GPX. En la grafica se muestra que los
grupos de animales administrados crénicamente con BSS-4 a dosis de 0.5 y 1.0 mg/ kg aumentan
la actividad de glutatién peroxidasa en comparacién con los grupos intacto, control + A y vehiculo

(*p<0.05). (ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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Figura 22. Variacién de las medias de la actividad de la CAT. En la grafica los grupos
experimentales no muestran diferencia significativa. (ANOVA de una via y prueba de

comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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7.2 Experimento 2

e Laberinto de Barnes

Los animales realizaron la sesién de adquisicién el dia 25 inmediatamente después de la
tltima administracion de cafeina, la sesion de recuperaciéon de la informacion se realiz6 24
h después. Los sujetos experimentales recibieron un total de tres sesiones de

entrenamiento, el tiempo maximo de latencia de escape fue de 120 seg.
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Figura 23. Variacién de las medias del tiempo de latencia para localizar la caja de escape
expresado en segundos. Los grupos administrados crénicamente con cafeina a dosis de 7.5y 15
mg/ kg presentaron una mejora en la adquisicion y recuperacion de la memoria espacial de largo
plazo en comparacion con el grupo control + A (*p<0.05). (ANOVA de medidas repetidas y prueba

de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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% Reconocimiento de objetos

El indice de discriminacion de objetos se determind por medio de la ecuacion:

_ON-oOV
~ Y ONOV

Donde (ID) representa el indice de discriminacién de objetos, (ON) objeto nuevo y
(OV) objeto viejo. Se cuantifico el nimero de tactos y olfateos que realizaron los animales
para reconocer los objetos durante 180 seg. La calificacion otorgada al ID abarca un
intervalo de 0 a 1, en donde 1 significa que los animales emplearon mas tiempo
reconociendo el objeto nuevo debido a que recordaban el objeto viejo presentado en la

fase uno del experimento.
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Figura 24. Variacion de las medias del indice de discriminacion de objetos durante la segunda fase
del experimento. Los grupos administrados con cafeina presentan una mejora en la adquisicion y
recuperacién de la memoria espacial de largo plazo, en comparaciéon con el grupo control + A
(*p<0.05) y con el grupo vehiculo (“p<0.05). (ANOVA de medidas repetidas y comparaciones
multiples de Tuckey, p<0.05).
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e Superoxido dismutasa
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Figura 25. Variacion de las medias de la actividad de SOD. Los resultados muestran que en los
grupos de animales administrados crénicamente con cafeina a dosis de 7.5 y 15 mg/ kg aumenta la
actividad de superoéxido dismutasa en comparacion con los grupos intacto, control + A y vehiculo
(*p<0.05). (ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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Figura 26. Variacién de las medias de la actividad de GPX. En la grafica se muestra que en los
grupos de animales administrados crénicamente con cafeina a dosis de 7.5 y 15 mg/ kg aumenta la
actividad de glutatibn peroxidasa en comparaciéon con los grupos intacto, control + A y SSI

(*p<0.05). (ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).
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Figura 27. Variacién de las medias de la actividad de la CAT. En la grafica los grupos
experimentales no muestran diferencia significativa. (ANOVA de una via y prueba de

comparaciones multiples de Tuckey, p<0.05).

8. DISCUSION DE RESULTADOS

La produccion y acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
células se incrementa por diversas condiciones y es un denominador comin en muchas
enfermedades neurodegenerativas, provocando deterioro en el aprendizaje y la memoria
(Scandalios, 2005). Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para generar energia,
liberan radicales libres y en las células existen sistemas de defensa, principalmente

enzimas antioxidantes que actlan para neutralizarlos; otras especies no enzimaticas
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como los B-carotenos, tocoferoles, flavonoides y el acido ascorbico, también producen un

efecto antioxidante.
Experimento 1

En la tarea del laberinto de Barnes la administracion cronica de BSS-4 a dosis de
0.5 y 1.5 mg/ kg mejora la adquisicion de la informacion y facilita la recuperacion de la
memoria espacial de largo plazo, esto se puede observar en la figura 18, los sujetos
experimentales disminuyen el tiempo de latencia para encontrar la caja de escape en la
sesion de adquisicién y recuperacion de la informacion, este resultado es similar al
reportado por Chiu y cols., (2011); donde la administracion crénica de diosgenina mejora
la adquisicion y recuperacion de la memoria espacial evaluada en el laberinto acuético de
Morris. La diferencia entre estas tareas conductuales es que el laberinto de Barnes no
implica natacion y por lo tanto se considera menos ansiogénico que el laberinto acuatico

de Morris, sin embargo ambas evallan la memoria espacial en roedores.

Por otro lado, la tarea de reconocimiento de objetos es muy util para evaluar la
memoria de largo plazo en funcion del tiempo de duracién y del nimero de ensayos que
reciban los roedores para consolidar la informaciéon. Se ha reportado que el modelo de
reconocimiento de objetos es mas eficaz cuando el tamafio de dichos objetos es similar al
tamafio del animal en posicidn erguida, otra caracteristica que deben poseer estos objetos
es un peso que impida que el animal los mueva durante el experimento. Por otro lado, una
caracteristica fundamental es que los objetos sean de forma y textura diferente y que
estén elaborados del mismo material (Antunes y Biala, 2012). La figura 19 muestra que en
los grupos administrados con BSS-4 hay una mejora en la adquisicion y recuperacion de
la memoria espacial de largo plazo en la segunda fase del experimento. Los resultados
son semejantes a los reportados por Tohda y cols., (2013) en donde animales integros
administrados con diosgenina muestran una mejora en la adquisicion y recuperacion de la
memoria espacial. Los autores proponen que la diosgenina se une al receptor de
membrana 1,25D;-MARRS en las neuronas provocando un aumento en el crecimiento
axonal y la expresion de c-Fos. Se propone que los factores de crecimiento que actian a
través de receptores tipo tirosina quinasas, asi como los neuromoduladores que activan a
los receptores acoplados a proteinas G y la entrada de calcio a través de los canales
NMDA sean estimulos que conducen a la activacion transcripcional de c-Fos en el

hipocampo, dando lugar a cambios en la actividad neuronal y una mejora en la memoria
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espacial a través de la potenciacion a largo plazo (LTP) (West y cols., 2002; Fleischmann
y cols., 2003; Méndez-Couz y cols., 2014). Tomando en cuenta esta propuesta, los
resultados obtenidos en la presente tesis en los grupos administrados con el BSS-4 estan
relacionados a la activacion del receptor de membrana asociado a la respuesta rapida de
unién a esteroides (1,25D;-MARRS) aumentando el crecimiento axonal y la expresion de
c-FOs, factor de transcripcibn que participa en los mecanismos moleculares del
aprendizaje y la memoria a través de la estimulacion de neutrofinas (BDNF, NGF) y
neuromoduladores (figura 28) (Tohda y cols., 2013).

Por otro lado, en el hipocampo de los animales que fueron administrados a dosis
de 0.5y 1.0 mg/ kg de BSS-4 aumento la actividad de las enzimas antioxidantes SOD
(figura 20) y GPX (figura 21), pero no se incrementd la actividad de CAT (figura 22) en

ningln grupo experimental.

Estos resultados son similares a los reportados por Chiu y cols., (2011) en los
cuales la administracion crénica de diosgenina aumenta la actividad de SOD y GPX en el
cerebro de ratones. En otro estudio mostraron que la administracién crénica por via oral
del Aiame (Dioscorea pseudojaponica Yamamoto) que contenia 5.49 mg de diosgenina por
g de extracto, aumento la actividad de SOD y GPx en cerebro de ratones tratados D-gal
(Chiu y col., 2009). La via de sefializacion para transcripcién de enzimas antioxidantes es
activada por las cinasas PKC, MAPK, PI3K y PERK (Mattson y Cheng, 2006). Tohda y
cols., (2012) determinaron que la diosgenina se une al receptor de membrana 1,25D;-
MARRS y estimula a PI3K, ERK, PKC y PKA.

Es posible que el BSS-4 se una al mismo receptor y a través de las cinasas
correspondientes estimule a los factores de transcripcion NRF2 y FOXO3 para aumentar
la actividad de SOD y GPX (figura 28). Sin embrago los resultados no mostraron un
aumento en la actividad de CAT; se ha reportado que la actividad enzimatica de catalasa
se encuentra disminuida en el cerebro en comparacion con otros tejidos (Gilgun-Sherki y
cols., 2001), esta podria ser la razon por la cual no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos experimentales.

A continuacion se muestra un esquema hipotético de esta ruta de sefializacion.
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Figura 28. Esquema hipotético del efecto del BSS-4 sobre la memoria espacial a través de la LTP
y el aumento de la actividad de enzimas antioxidantes en el hipocampo. En la neurona presinaptica
la union del BSS-4 al receptor de membrana asociado a la rapida respuesta de union a esteroides
(1,25D3-MARRS) desencadena diferentes vias de sefializacion a través de las cinasas PKC,
MAPK, PI3K y PERK para activar a los factores de transcripcién NRF2, CREB, c-Fos y FOXO3 que
se translocan al ndcleo para codificar la estimulacién de neurotrofinas (BDNF y NGF) y la expresion
de enzimas antioxidantes (SOD, GPX y CAT). Por otro lado la activacién de PERK y PCK
aumentan la concentracion de Ca®* intracelular lo que permite movilizar a las vesiculas que

contienen el neurotransmisor glutamato. El glutamato al ser vertido en la sinapsis se une a los
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receptores NMDA y AMPA, mientras que el BDNF se une a los receptores TrkB en la neurona
postsinaptica. La activacion del receptor AMPA permite la entrada de Na® que despolariza a la
célula, este cambio de potencial de membrana libera al receptor NMDA del ion Mg®* que lo
mantenia bloqueado facilitando la entrada de Ca®*. La activacién de CaMKIl por el Ca®*
desestabiliza los filamentos de actina que son reorganizados y elongados por la Arc. Por otro lado,
la unién del BDNF al del rector TrkB activa a la CaMKII a través de PLC, provocando un aumento
de la insercion de los receptores AMPA en la membrana. La fosforilacion de CREB por medio de
las cinasas ERK, PI3K y PKC induce la expresién de factores de transcripcion como c-Fos que
participa en los mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria promoviendo la plasticidad

neuronal.
Experimento 2

Los resultados obtenidos en la tarea de laberinto de Barnes (figura 23) muestran
una disminucién el tiempo de latencia para encontrar la caja de escape en la sesion de
adquisicion y recuperacion de la informacion, sugiriendo que la administracion crénica de
cafeina a dosis de 7.0 y 15 mg/ kg mejora la adquisicion de la informacion y facilita la
recuperacion de la memoria espacial de largo plazo. Resultados contrarios a estos fueron
reportados por Han y cols., (2007), Shukitt-Hale y cols., (2013) y Jang y cols., (2013);
estos autores concluyen que la administracion de cafeina deteriora el aprendizaje y la

memoria espacial.

En la tarea de reconocimiento de objetos los animales administrados crénicamente
con cafeina a dosis de 7.5y 15 mg/ kg (figura 24), muestran un aumento en el indice de
discriminacién de objetos durante la segunda fase del experimento, esto indica que los
roedores emplean mas tiempo reconociendo el objeto nuevo con respecto al objeto ya
conocido (viejo), presentado en la fase uno del experimento; se acepta que esta conducta
es debida a que los sujetos experimentales recuerdan el objeto viejo, por lo que ya no
emplean tiempo en reconocerlo, los resultados obtenidos son similares a los de Costa y
cols., (2008) y Abreu y cols., (2011) quienes reportan que la cafeina mejora la

recuperacion de la memoria espacial de largo plazo.

Tomando en cuenta lo anterior se confirma que la administracion cronica de
cafeina mejora el aprendizaje y la memoria espacial, este efecto podria estar relacionado
principalmente con el aumento de la expresion de los receptores TrkB y los niveles de
BDNF a través de la fosforilacion del factor de transcripcion CREB dependiente de AMPc,

debido a que la cafeina tiene una estructura similar a los nucleétidos ciclicos, inhibe a la
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fosfodiesterasa 3 (Costa y cols., 2008; Fisone y cols., 2004). El BDNF se une a TrkB
desencadenado la activacion de las principales vias de sefializacién a través de PI3K,
PKC y ERK que activan a los factores de transcripcion en el nacleo e inducen la LTP en el
hipocampo (figura 29) (Ying y cols., 2002; Bekinschtein y cols., 2014).

En el hipocampo de los animales que fueron administrados con 7.5 y 15 mg/kg de
cafeina aumento la actividad de las enzimas antioxidantes SOD (figura 25) y GPX (figura
26), pero no la actividad de CAT (figura 27). Respecto a la superéxido dismutasa Abreu y
cols. (2011), reportan resultados similares; el consumo crénico de cafeina incrementa la
actividad de ésta enzima. El mecanismo de accion de la cafeina en las neuronas explica
los resultados obtenidos en este trabajo; el bloqueo de los receptores A; inhibe la accion
de las fosfodiesterasa 3, activa los canales de Ca® permitiendo la liberacion de
neurotransmisores y la fosforilacion de CREB, NRF2, y FOXO3 que modulan la
transcripcién de genes que codifican las enzimas antioxidantes como SOD y GPX (figura
29) (Mattson y Cheng, 2006; Fisone y cols., 2004; Landolt y cols, 2012). Sin embargo los
resultados presentados en la figura 27 no mostraron diferencia significativa,
probablemente porque la actividad de CAT fue compensada por el incremento de GPX,

neutralizando al H,O, generado por la accién de SOD (Noschang y cols., 2009).

Tomando en cuenta lo anterior, se presenta el siguiente esquema hipotético del
efecto de la cafeina sobre la adquisicion y la recuperacion de la memoria espacial de

largo plazo.
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Figura 29. Esquema hipotético del efecto de la cafeina sobre la memoria espacial a través de la
LTP y el aumento de la actividad de enzimas antioxidantes en el hipocampo. En la neurona
presinaptica, cuando la cafeina se une a los receptores A; y A, acoplados a proteinas G,y Gs
respectivamente, provoca la inhibicion de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles de ATP que
bloquean a los canales de K", el aumento de K" intracelular provoca un cambio en el potencial de
membrana que permite la apertura de los canales de ca” dependientes de voltaje, lo que
desencadena la liberacién de glutamato. Por otro lado, la cafeina inhibe a la fosfodiesterasa 3 que
hidroliza a AMPc a sus formas no ciclicas por lo tanto, el AMPc se acumula en las células y activa

a PKA que fosforila a los factores de transcripcion como NRF2, CREB, c-Fos y FOXO3 que se
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translocan al nucleo para codificar la estimulacién BDNF y la expresién de enzimas antioxidantes
(SOD, GPX y CAT). Asi mismo el bloqueo de los receptores acoplados a proteinas disminuye la
actividad de la adenilato ciclasa. El glutamato al ser vertido en la sinapsis se une a los receptores
NMDA y AMPA, mientras que el BDNF se une a los receptores TrkB en la neurona postsinaptica.
La activacion del receptor AMPA permite la entrada de Na* que despolariza a la célula, este
cambio de potencial de membrana libera al receptor NMDA del ion Mg* que lo mantenia
bloqueado facilitando la entrada de Ca®". La activacién de CaMKIl por el Ca** desestabiliza los
filamentos de actina que son reorganizados y elongados por la Arc. Por otro lado, la unién del
BDNF al del rector TrkB activa a la CaMKIl a través de PLC, provocando un aumento de la
insercion de los receptores AMPA en la membrana. La fosforilacién de CREB por medio de las
cinasas ERK, PI3K y PKC induce la expresion de genes de factores de transcripcion como c-Fos
que participa en los mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria promoviendo la
plasticidad neuronal.
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. CONCLUSIONES

e Los animales administrados cronicamente con BSS-4 a dosis de 0.5 y 1.0 mg/kg
muestran una mejora en la adquisicién y recuperacién de la memoria espacial de
largo plazo en las tareas conductuales laberinto de Barnes y reconocimiento de

objetos.

o En el hipocampo de los animales administrados crénicamente con BSS-4 a dosis
de 0.5y 1.0 mg/ kg aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX), sin embargo no aumenta la
actividad de catalasa (CAT).

e La administracién cronica de cafeina a dosis de 7.5 y 15 mg/ kg mejora la
adquisicion y facilita la recuperacion de la memoria espacial de largo plazo en la
prueba laberinto de Barnes y en la tarea de reconocimiento de objetos.

e En el hipocampo de los animales administrados crénicamente con cafeina a dosis
de 7.5 y 15 mg/ kg aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX), sin embargo no aumenta la
actividad de catalasa (CAT).
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