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RESUMEN

Las neurotrofinas son proteinas que promueven el crecimiento y la diferenciacion
celular en el tejido nervioso, esta familia esta conformada por el Factor de Crecimiento
Neuronal (NGF), el Factor Derivado del Cerebro (BDNF) y las Neurotrofinas 3, 4y 6 (NT-
3, NT-4 y NT-6). EIl NGF es un dimero compuesto de dos cadenas polipeptidicas de 13
kDa de peso cada una, asociadas a través de interacciones no covalentes, cada cadena
posee tres puentes disulfuro intracaternarios. Se sintetiza y ejerce sus funciones a nivel
de sistema nervioso central; como el hipocampo, el estriado y la corteza. Dentro de las
funciones que se le atribuyen se encuentra la regulacion de la proliferacion neuronal,
apoptosis, modulacion de la neurotransmision, control del apetito y crecimiento de
neuritas. Al ser sintetizado en el hipocampo, estructura clave para los procesos
mnemaonicos, se le ha asociado con el aprendizaje y la memoria. Se ha observado que el
aumento de la concentracion del NGF en el hipocampo promueve la mejora de la
memoria de tipo episddica facilitando la potenciacion a largo plazo, el mecanismo
molecular del aprendizaje y la memoria. Debido a sus potenciales efectos benéficos, se le
ha propuesto como terapia para enfermedades neurodegenerativas, sin embargo estudios
preclinicos muestran que la administracién sistémica del NGF genera hiperalgesia, por
otro lado es una proteina incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que se
ha optado como alternativa el uso de moléculas que promuevan el aumento de la sintesis
del NGF de manera endogena como la Diosgenina, una sapogenina esteroidal. Se ha
observado que la apertura de la cadena lateral de las sapogeninas esteroidales genera
derivados colestanicos con mayor actividad que sus antecesores, el BSS-4 es un derivado
colestanico de la Diosgenina, por lo que comparten una estructura similar, estudios
previos mostraron que el tratamiento cronico con BSS-4 mejora la memoria de
reconocimiento, por lo que el objetivo en este trabajo fue determinar si este efecto estaba
asociado con la expresion del NGF. Por otro lado, es sabido que el NGF actia
principalmente a través de la activacion del receptor TrkA y que la expresion de dicho
receptor estd modulada por la expresion del NGF, por lo que nos dimos a la tarea estudiar
la expresion de ambos marcadores. Los resultados indican que el BSS-4 aumenta la
expresion del NGF y que esta neurotrofina regula la expresién de su receptor, este
proceso se asocia con la mejora de la adquisicion y recuperacion de la memoria en la

tarea de reconocimiento de objetos.



1. INTRODUCCION

1.1 El hipocampo

La region hipocampal estéd formada por dos estructuras subcorticales: la formacion
hipocampal compuesta de tres divisiones citoarquitectonicas: el giro dentado (GD), el
hipocampo propiamente dicho y el subiculum; por otro lado se encuentra la region
parahipocampal que comprende cinco areas: las cortezas perirrinal, entorrinal y postrrinal,
el presubiculum y el parasubiculum. Algunos autores agrupan el subiculum, presubiculum
y parasubiculum bajo el término “complejo subicular” (Amaral y Lavenex, 2007; Witter,
2012).

En el ratén, la formacion hipocampal se extiende en forma de coma desde el
nacleo septal del prosencéfalo basal rostrodorsal hacia la parte posterior del diencéfalo en

las porciones temporales del cerebro caudoventral (Witter, 2012).
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Figura 1. La formacién hipocampal en cerebro de ratén se extiende sobre el eje rostro-caudal y
posteriormente hacia el eje dorsoventral. En rosa se muestra la regién dorsal y en azul la region
ventral. Tomado y modificado de Witter, 2012; Bannerman y cols, 2014; Strange y cols, 2014.

El giro dentado es una estructura con forma de “U” que se encuentra seccionado
en las capas: polimorfica (también denominado Hilus), el stratum granulosum y el stratum

moleculare, en ésta Ultima se localizan los cuerpos celulares de las neuronas granulares.



El hipocampo también llamado Cuerno de Aman (CA), es una region curveada incrustada
en el giro dentado compuesta por las capas: stratum lacunosum moleculare, stratum
radiatum, stratum lucidum, stratum pyramidale, stratum oriens y el alveus. Se subdivide en
tres regiones: CA1 adyacente al subiculum, CA3 que es adyacente a la fimbria o fornix y
CA2, regién que conecta al CAl con el CA3. En el stratum pyramidale se localizan los
cuerpos celulares de las neuronas piramidales, éstas tienen forma triangular y son mas

largas en las regiones CA2 y CA3 (Amaral y Lavenex, 2007; Taupin, 2007).

El hipocampo tiene una ruta de sefalizacion trisinaptica que empieza con las
aferencias provenientes de las neuronas de la capa Il de la Corteza Entorrinal; sus axones
(fibras perforantes) se extienden y se conectan con las neuronas granulares en el stratum
moleculare del giro dentado. Las células granulares proyectan las fibras musgosas a las
dendritas de las células piramidales del CA3 formando la segunda interaccion del circuito.
Las neuronas piramidales del CA3 conectan con las neuronas del CAl por medio de las
colaterales de Schaffer formando el tercer enlace del circuito trisinaptico en el stratum
radiatum. La sefalizacion fluye desde la Corteza Entorrinal hacia el hipocampo de manera
unidireccional. Ademas, el subiculum envia proyecciones directas hacia el CA3 a través
de la via perforante y hacia el CAl a través de la via temporoammonica. Las células
piramidales del CA3 proyectan axones colaterales hacia el subiculum, la corteza entorrinal
e incluso a otras neuronas piramidales del CA3, por otro lado también mandan
proyecciones a través del alveus hacia la fimbria o fornix. Las células del CA1 extienden
proyecciones hacia el subiculum y la Corteza Entorrinal (Figura 2) (Amaral y Lavenex,
2007; Taupin, 2007).

Se ha observado que el hipocampo se activa durante ciertos tipos de tareas de
memoria y que las lesiones en esta estructura conducen a la incapacidad para formar
memoarias nuevas, por lo que se le asocia con procesos cognitivos. El hipocampo ha sido
el modelo predominante para estudiar la potenciacion a largo plazo (PLP), el mecanismo
molecular propuesto para explicar el aprendizaje y la memoria. La disposicion de las
neuronas permite seccionar el hipocampo de tal modo que la mayor parte de los circuitos
relevantes quedan intactos ademas de que los cuerpos neuronales de las células
piramidales se ubican en una sola capa densamente empaquetada que se observa con
facilidad (Purves, 2004).
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Figura 2. Conexiones del hipocampo. Las neuronas de la capa Il de la corteza entorrinal conectan
con las células granulares del giro dentado (GD) a través de la via perforante, las neuronas
granulares del GD proyectan hacia las neuronas piramidales del CA3 a través de las fibras
musgosas, a su vez las neuronas del CA3 proyectan las colaterales de Schaffer hacia la fimbria o
fornix, subiculum, neuronas del CA1l y CA3. Las neuronas del CA1 extienden proyecciones hacia el
subiculum y corteza entorrinal, ademas reciben proyecciones del subiculum a través de la via
temporoammaonica. Tomado y modificado de Daumas y cols, 2009.

1.2 El aprendizaje y la memoria

Al hablar de procesos cognitivos es importante definir algunos conceptos, el
primero es el aprendizaje el cual es el proceso de adquirir nuevos conocimientos y la
memoria que es el mecanismo por el cual ese conocimiento es retenido o almacenado
(Lynch, 2004).

1.2.1 Potenciacion a largo plazo

La PLP consiste en un incremento estable y duradero en la eficacia de la
transmisién sinaptica ante un estimulo pre-sinaptico debido a una excitacién constante.
Diferentes trabajos han mostrado que tanto el aprendizaje y la PLP artificialmente
inducida en el hipocampo producen cambios morfolégicos en las espinas dendriticas que

podrian constituir la base estructural de la memoria (Bliss y Collingridge, 1993).

Un evento critico para la induccion de PLP es el flujo de iones Calcio hacia el
liquido intracelular por la activaciéon del receptor post-sindptico de Glutamato, el N-metil-D-
Aspartato (NMDA), estudios sugieren que la activacion de este receptor juega un papel

esencial en la adquisicion de memorias. La activacion pertinente de la sinapsis da lugar a



la liberaciébn de Glutamato que activa receptores AMPA en la neurona post-sinaptica,
aumentando asi la permeabilidad a iones Na® generando la despolarizacion de la
membrana la cual, libera a los canales de los receptores NMDA de los iones Mg** que los
bloquean, permitiendo el influjo post-sinaptico de Ca** que activa cinasas como la
proteina cinasa dependiente calcio/calmodulina Il (CaMKIl) que se une a proteinas del
citoesqueleto como la actina o la sinapsina provocando formacién de nuevas espinas

dendriticas y la liberacion de neurotransmisores respectivamente.

Por otro lado se activan proteinas como la Adenilato ciclasa (Ac) dependiente de
Calcio que cataliza la produccion de 3',5-adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que
estimula a la proteina cinasa A (PKA) para activar factores de transcripcion como CREB
en el ndcleo. Por otro lado PKA activa a la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK)
que desencadena rutas de sefializacion para la modulacién de la expresion de genes
activando la sintesis de proteinas como los receptores AMPA los cuales migran hacia las
membranas de las nuevas espinas dendriticas para contribuir a la estabilizacion de la
transmision sinaptica. ERK también puede ser activado por otras proteinas como PI3K y
PKC (Figura 3) (Lynch M.A., 2004; Hansen y Zhang, 2013, Morgado |., 2005; Bliss y
Collingridge, 1993).
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la memoria. La activaciéon de los receptores AMPA por la
unién de glutamato permite el paso de iones Na' generando la despolarizacion de la membrana
post-sinaptica, por lo que el i6n Mg®*que se encontraba blogueando al receptor NMDA se pone en
movimiento permitiendo asf la activacion del receptor y el paso de Cal” al interior de la célula, este
flujo favorece la activacion de CaMKIl que se une a proteinas del citoesqueleto provocando
cambios morfoldgicos ademéas de aumentar la liberaciéon de neurotransmisores. El Ca™ también
activa a otras proteinas como la Adenilato ciclasa dependiente de calcio (Ac) que induce la
produccion de AMPc que estimula a la PKA para accionar factores de transcripcion como CREB.
Por otro lado PKA, PKC y PI3K activan a ERK que desencadena rutas de sefializacion para la
modulacién de la expresion de genes (Lynch M.A., 2004; Hansen y Zhang, 2013, Morgado I., 2005;
Bliss y Collingridge, 1993).

La memoria puede ser explicita o implicita. La memoria explicita es el
almacenamiento cerebral de hechos y eventos que se expresa de manera consciente,
facil de declarar verbalmente o por escrito (memoria declarativa), su adquisicion se
relaciona con el sistema hipocampal y otras estructuras del I6bulo temporal, dentro de
esta clasificacion se encuentra la memoria episodica la cual es el almacenamiento
cerebral de eventos concretos y autobiograficos; y la memoria semantica, el
almacenamiento cerebral de hechos mas generales sobre el medio en el cual se
desarrolla el sujeto por lo que se relaciona con la percepciéon del mundo que nos rodea.
Por otro lado, la memaoaria implicita también llamada procedimental permite la ejecucién de

habilidades motoras, su expresién es en gran medida automatica, inconsciente y dificil de



verbalizar, esté relacionada con estructuras subcorticales como el neoestriado (caudado y
putamen) (Lynch M.A., 2004; Morgado I., 2005).

Existe otra clasificacion que diferencia a la memoria a través de una dimension
temporal. La memoria de corto plazo es la retencion de informacion durante un tiempo
breve que se basa en cambios efimeros, eléctricos 0 moleculares en las redes neuronales
implicadas. La memoria de largo plazo es la consecuencia de la repeticion de una
determinada experiencia, o que provoca la persistencia de dichos cambios que activan la
maquinaria neuronal dando lugar a la sintesis de nhuevas proteinas y cambios

estructurales (Morgado I., 2005).

Memoria a corto y largo plazo
Memoria explicita o Memoria implicita 0 no
declarativa declarativa
Estructuras del I6bulo Cerebelo, estriado
temporomedial y amigdala
Episodica | Semantica Memoria procedimental

Figura 4. Clasificacién de los diferentes tipos de memoria. Tomado y modificado de Brem y cols.
2013.

La clasificacion anteriormente descrita se basa principalmente en las estructuras que se
ven implicadas en la formacién de diferentes tipos de memoria, es Util para identificar los
procesos neurobioldgicos empleados para diagnosticar disfunciones del aprendizaje y la

memoria en enfermedades neurodegenerativas.

1.2.2 Memoria de reconocimiento

Como se menciond anteriormente, la memoria declarativa o explicita se refiere a la
memoria de hechos, eventos o lugares. Se ha descrito en modelos animales que el

hipocampo esta implicado en la formacién de este tipo de memoria.

Uno de los ejemplos de memoria declarativa mas ampliamente estudiados es la
memoria de reconocimiento la cual se ha descrito como la habilidad para reconocer que
un estimulo o un evento ya han sido experimentados previamente. Se han identificado al

menos dos componentes de la memoria de reconocimiento: la familiarizacion que

6



involucra el reconocimiento de que un objeto fue presentado y la recoleccién de la
informacion contextual (espacial y/o temporal) que implica detalles especificos acerca de
donde y como se adquirié el aprendizaje (Squire y cols, 2007). Este tipo de memoria asi
como su consolidacion se asocia a regiones del I6bulo temporomedial, especificamente
del hipocampo y la corteza perirrinal. La memoria de reconocimiento ha sido utilizada para
evaluar las alteraciones en la memoria posterior a un tratamiento farmacoldgico (Balderas
y cols, 2015).

1.3 Reconocimiento de objetos

Dentro de las pruebas para evaluar la memoria, especificamente la de
reconocimiento, se encuentra la prueba de reconocimiento de objetos (RO). Se basa en el
comportamiento de los roedores a explorar objetos nuevos, por lo que se evalla la
diferencia en el tiempo de exploracion entre un objeto nuevo y un objeto ya conocido

(Ennaceur y Delacour, 1988).

Esta prueba no necesita motivacion externa, recompensa o castigo, por lo que el
sujeto de experimentacion no se encuentra en condiciones de estrés. Se ha observado
que el estrés podria tener cierto impacto sobre el aprendizaje debido a las hormonas
(glucocorticoides) que se liberan. EIl hipocampo es una estructura que posee una alta
concentracion de receptores para glucocorticoides, por lo que el estrés puede producir
cambios en la neuroquimica, en la excitabilidad y en la morfologia neuronal, estos eventos
tienen un impacto negativo sobre los procesos cognitivos. En modelos animales
sometidos a estrés se ha observado disminucion de la arborizacion dendritica (Conrad,
2009). Sin embargo, también se ha observado que estos efectos varian dependiendo de
la duracion del estrés asi como también del ambiente en el que se desarrolla el sujeto
(Sheay cols, 2015).

A pesar de la variacidon de los resultados obtenidos en el estudio de la influencia
del estrés sobre el aprendizaje y la memoria, es claro que éste debe ser una variable que
deba considerarse al evaluar el aspecto molecular de los procesos mnemonicos, ya que

existen proteinas que pueden variar su expresion en condiciones de estrés.

Para esta prueba es necesario un entrenamiento, ya que con el fin de que el
animal logre diferenciar entre un objeto nuevo y uno ya conocido, éste debe familiarizarse

primero con dos objetos idénticos. Tras la sustitucion de uno de los objetos familiares por



uno novedoso, si el animal es capaz de reconocer el objeto nuevo dirigird su atencion
primordialmente a dicho objeto, lo que significara que el animal mantiene el recuerdo del

objeto familiar (Silvers y cols, 2007).

El modelo experimental consiste en tres etapas: habituacién, familiarizacion y la
prueba. En la habituacion el animal explora la zona de trabajo sin la presencia de objetos,
posteriormente el animal es retirado y colocado en su caja de cautiverio por un tiempo
determinado. Durante la fase de familiarizacion, el animal es colocado en la zona de
habituacion la cual contiene ahora dos objetos idénticos, se permite al animal reconocer
por un tiempo determinado dichos objetos. Después de un tiempo determinado, se
procede a la fase de prueba en la cual el animal es colocado en la zona ya conocida la

cual contiene un objeto familiar y un objeto novedoso (Antunes y Biala, 2012).

Figura 5. La prueba de reconocimiento de objetos consiste en tres fases. A) En la fase de
habituacién, se le permite al animal explorar libremente la zona de trabajo sin la presencia de
objetos. B) En la fase de familiarizacion se colocan dos objetos idénticos y se le permite al animal
explorarlos. C) En la fase de prueba uno de los objetos familiares es remplazado por uno nuevo.

Para esta prueba se define la exploracién como un olfateo directo al objeto a una
distancia menor o igual a 2 cm y/o toques con la nariz o las extremidades delanteras,
mientras que sentarse o rodear el objeto no se considera como exploracién (Antunes y
Biala, 2012). Se ha demostrado que el rendimiento en la prueba de reconocimiento de
objetos depende del hipocampo y la corteza perirrinal principalmente, ya que
experimentos en roedores con lesiones en estas zonas presentan una discriminacion
pobre entre objetos nuevos y familiares. La corteza perirrinal esta asociada al
reconocimiento de objetos después de intervalos de retencion cortos, mientras que el
hipocampo es responsable del reconocimiento de objetos a largo plazo (Clark y cols,
2000; Aggleton y cols, 2010; Antunes y Biala, 2012).



Hammond y cols, en el 2004 se propusieron evaluar el papel del hipocampo sobre
la memoria de reconocimiento, para lo cual inactivaron dicha estructura via intra-
hipocampal con Lidocaina, un anestésico local que bloquea canales de Na* dependientes
de voltaje impidiendo asi la transmision sinaptica. La lidocaina tiene un area de influencia
de inactivacion de 0.1 mm®-2 mm® en un tiempo de 10 a 15 minutos (Gallo, 2007). Las
administraciones se realizaron a ratones 5 minutos antes de la sesion de entrenamiento
de la prueba de reconocimiento de objetos, posteriormente evaluaron la memoria 5
minutos y 24 horas después del entrenamiento. Observaron que al evaluar la memoria a
corto plazo (5 min.) no habia diferencias significativas respecto al grupo control, sin
embargo 24 horas después se observa una diferencia significativa en el rendimiento de la
prueba respecto al grupo control (Figura 6), por lo que concluyen que si bien el hipocampo
no es requerido para la recuperacion de la memoria de reconocimiento de corto plazo, si

lo es para la formacion de la memoria de largo plazo (Hammond y cols, 2004).
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Figura 6. Inactivacion neuronal del hipocampo de raton con lidocaina (0.5 pl al 4%) antes de la fase
de entrenamiento disminuye el rendimiento en la prueba de reconocimiento de objetos después de
un intervalo de retencién de 24 horas en comparacion con el grupo al que se le administré Fluido
cerebroespinal artifical (aCSF, 5pl). B) Corte histoldgico de cerebro de raton tefiido con Violeta de
cresil, en la imagen se muestra la localizacion de la canula guia dirigida hacia la region CA1 del
hipocampo a través de la cual realizaron las administraciones (*p<0.05). Tomado y modificado de
Hammond y cols, 2004.

En el estudio de Hammond y cols, la region del CA1 del hipocampo se mantuvo
inactivada durante la sesion de entrenamiento, el intervalo de retencion y la sesién de

prueba, por lo que este disefio experimental no permitia explicar si las diferencias



observadas en la prueba fueron debido a un defecto en la formacién de la memoria o en

la consolidaciéon de ésta.

Para conocer mas el papel del hipocampo sobre la memoria evaluada en la prueba
de RO, De Lima y colaboradores (2006) usaron ratas sometidas a una inactivacion
temporal del hipocampo (CA1) con Muscimol via intrahipocampal después de la sesion de
entrenamiento. El Muscimol tiene un area de influencia de inactivacion de 0.1 -2 mm?®
perdurando su efecto hasta varias horas (Lomber, 1999); se une al receptor GABA,
permitiendo el paso de CI" hacia el interior de la célula provocando la hiperpolarizacion de
la membrana bloqueando asi la transmision sindptica. Observaron que los animales con la
inactivacion del CA1, tenian un desempefio menor en la prueba de RO a diferencia de los
animales a los que solo se les administré solucion salina. De los resultados obtenidos, se
observa que no hubo diferencias significativas en el indice de discriminacién entre ambos
grupos durante la sesion de entrenamiento, sin embargo, al evaluar la memoria de corto y
largo plazo, el indice de discriminacion es menor en el grupo tratado con Muscimol (Figura
7) por lo que se concluye que el hipocampo juega un papel importante para la

consolidacion de esta memoria.
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Figura 7. La inactivacion temporal con muscimol del hipocampo dorsal de rata después de la
sesion de entrenamiento bloquea la consolidacion de la memoria evaluada en la prueba de
reconocimiento de objetos 1.5 y 24 horas después del entrenamiento (salina n=9, muscimol n=15).
*n<0.01, diferencias significativas con respecto al grupo salina, *p<0.01, diferencias significativas
del ensayo de entrenamiento con el mismo grupo. Tomado y modificado de De Lima y cols, 2006.

1.4 El Factor de Crecimiento Neuronal y la memoria

Los factores de crecimiento son un grupo de proteinas que regulan procesos
celulares como la proliferacion, la diferenciacion y la maduracion. Ejemplos de estos son
el factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento epidermal y los factores
de crecimiento nervioso; como ejemplo de estos Ultimos estan el factor de crecimiento
neuronal (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y las neurotrofinas 3, 4 y
6 (NT-3, NT-4 y NT-6 respectivamente). Son necesarios para el mantenimiento del
sistema nervioso y regeneracion neuronal ya que regulan el desarrollo neuronal y sus
funciones, incluyendo la formacidon de nuevas sinapsis y la plasticidad sinptica. Los
genes responsables de la codificacion de estas proteinas se expresan en grandes
cantidades no solo durante el desarrollo del sistema nervioso, sino también en la etapa
adulta (Reichardt, 2006; Razavi y cols, 2015).

El factor de crecimiento neuronal (NGF) fue la primera neurotrofina descubierta en
trabajos conducidos por Rita Levi-Montalcini, Viktor Hamburger y Stanley Cohen, que
culminaron en el aislamiento de la proteina. Consiste en un dimero de cadenas
polipeptidicas de 13 kDa de peso cada una asociadas a través de interacciones no
covalentes, cada cadena posee tres puentes disulfuro intracatenarios, dos subunidades
a, una subunidad B y dos subunidades y. La subunidad 3 es la responsable de la actividad

biol6gica del NGF (Lorigados-Pedre y Bergado-Rosado, 2004).
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El NGF se produce durante el desarrollo y la vida adulta, es esencial para el
crecimiento, diferenciacion, desarrollo y mantenimiento fenotipico de neuronas tanto del
sistema nervioso periférico como del central; regula el tamafo celular, la arborizacién
dendritica, la expresion de genes y la proliferacidn celular, incrementa la expresion de
su receptor de alta afinidad (TrkA) y de enzimas productoras de neurotransmisores. En el
SNC lo producen, en condiciones fisiol6gicas, mayoritariamente las neuronas y se activa
su sintesis glial en casos de lesiones cerebrales. Debido a que desencadena cambios
morfologicos, se le considera un mediador molecular de la plasticidad neuronal. Cuando el
NGF se une al TrkA activa proteinas que interactian con componentes del citoesqueleto
favoreciendo la liberacion de neurotransmisores, cuando se une al p75NTR, promueve la
apoptosis. En ensayos clinicos se ha observado que la administracion del NGF afecta el
apetito de los pacientes, en ratas induce hipofagia y pérdida de peso (Winkler y cols,
2001; Lorigados-Pedre y Bergado-Rosado, 2004).

B » ,
) Regulacién de la Modulacién de la Control del apetito

proliferacién o t By y la actividad
apoptosis NEMIOETANSMISON metabdlica

e -~

Sistema nervioso . )
periférico Sistema nervioso

- central
-Neuronas simpaticas

: -Neuronas colinérgicas
- Neuronas sensoriales

Figura 8. A) Estructura del Factor de Crecimiento Neuronal. El NGF es una glicoproteina que
consiste en un dimero de cadenas polipeptidicas de 13 kDa de peso representadas cada una en la
imagen con diferentes colores; cada cadena posee tres puentes disulfuro (naranja). B) Principales
funciones fisiologicas del NGF en el sistema nervioso. Tomado y modificado de Wiesmann y De
Vos, 2001; Niewiadomska y cols, 2011.

Se ha demostrado que es sintetizado por los tejidos diana de fibras sensoriales y
simpaticas del Sistema nervioso periférico (SNP) asi como de innervaciones colinérgicas
como la region cortical y la formacion hipocampal en el SNC cumpliendo con la hipétesis
neurotrofica que plantea que la supervivencia neuronal especifica depende y esta
regulada por factores neurotréficos sintetizados por las areas que actian como blanco de

dichas neuronas especificas (Lorigados-Pedre y Bergado-Rosado, 2004).
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La principal estructura blanco de las neuronas colinérgicas provenientes del
prosencéfalo basal es el hipocampo, por lo que se ha estudiado la presencia del NGF en
las neuronas piramidales de esta estructura. Se ha observado que la expresion es
regulada por la actividad neuronal. Los incrementos son causados por neurotransmisiones
colinérgicas y glutamatérgicas y su disminuciébn es causada por neurotransmisiones
GABAérgicas. La expresion también aumenta debido a convulsiones, isquemia,
hipoglicemia y dafio a tejidos (Levi-Montalcini R, 1964; Sofroniew y cols, 2001; Wiesmann
y De Vos, 2001; Allen y cols, 2013).

Existen reportes que indican que el NGF, el BDNF y la Neurotrofina-3 (NT-3)
modulan la aparicion de la PLP mediante su interaccion con sus respectivos receptores
TrkA, TrkB y TrkC (Lynch M.A., 2004), por lo que es posible que jueguen un papel
fundamental en el aprendizaje y la formacion de la memoria, mejorando asi el rendimiento
de los animales en pruebas conductuales. Un ejemplo de estos estudios fue llevado a
cabo por Birch y cols en el 2013, en donde demostraron que la mejora de la funcién
cognitiva coincidié con el incremento de la expresion del NGF pero no del BDNF en
hipocampo, por lo que investigaron el efecto de la administracion intracerebroventricular
del NGF durante 6 semanas, observaron que los animales que recibian el tratamiento
presentaban una mejora de la memoria evaluada en la prueba de reconocimiento de
objetos (Figura 9). Si bien durante la sesién de entrenamiento no hubo diferencias
significativas en la exploracion de los objetos, en la sesion de prueba se observo que los
animales tratados con el NGF empleaban més tiempo a explorar los objetos novedosos a
diferencia del grupo control y vehiculo. (Birch y Kelly, 2013).

7%
759 [ Objeto A
+ -
i ] ObjetoD
50 50 } ] Objeto C

254 25+

Exploracion del objeto (%)
Exploracién del objeto (%)

0-

CON VEH BNGF CON VEH BNGF

Figura 9 Efecto de la infusién intracerebroventricular de NGF sobre la memoria de reconocimiento.
No hubo diferencias significativas en la exploracién de objetos entre los grupos en el dia de
entrenamiento de la prueba NOR (A). Solo el grupo tratado con NGF 42 dias 4ng/h exploré el
objeto nuevo significativamente mas que los objetos familiares durante la prueba 24 horas después
del entrenamiento (B; ***p<0.001). Diferencia en la exploracion del objeto D entre grupos "p<0.05.
n=6 en el grupo CON y BNGF, n=5 en el grupo VEH, los datos se expresan como Media + SEM.
Tomado y modificado de Birch y Kelly, 2013.
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Debido a que la memoria de reconocimiento se asocia con el hipocampo, se
determind la concentracion del factor en dicha region, observando que los animales
tratados con el NGF presentaban una concentracion mayor de dicha neurotrofina que los
animales pertenecientes al grupo vehiculo y control, demostrando asi que el factor
depositado en el ventriculo lateral migraba hacia el hipocampo. Por otro lado también se
observo el aumento de la expresion de la proteina Sinapsina | y el ARNm del receptor
TrkA (Figura 10), sugiriendo que el aumento del NGF en la region hipocampal mejoraba la
memoria a través del aumento de la sintesis del receptor TrkA, incrementando asi su
sefializacion activando la sintesis de proteinas como la Sinapsina |, la cual posee un

papel importante en la liberacion de neurotransmisores.
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Figura 10. Efecto de la infusion intracerebroventricular del NGF sobre A) la expresion del ARNm del
receptor TrkA y B) la proteina Sinapsina |. El tratamiento con el factor de crecimiento neuronal
aumento la expresion de ambos marcadores comparado con los grupos vehiculo y control (p<0.05)
Para determinar las unidades arbitrarias de sinapsina | se aplicé una relacién Sinapsina I/GAPDH.
Tomado y modificado de Birch y Kelly, 2013.

En el 2009 Conner y cols, demostraron que el NGF facilita la potenciacion a largo
plazo en el hipocampo a través de la modulacién de sistemas colinérgicos hacia blancos
corticales e hipocampales en el cerebro de rata, regulando de esta manera la plasticidad

neuronal.
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Figura 11. La potenciacion a largo plazo (PLP) fue inducida en animales tratados con el factor de
crecimiento neuronal (NGF) y vehiculo usando una intensidad de estimulo de 150-250 pA. La PLP
fue medida como el porcentaje de cambio desde la linea base en la pendiente inicial del potencial
excitatorio postsinaptico. Los animales tratados con NGF mostraron un incremento significativo en
la induccion del PLP comparado con el grupo tratado con el vehiculo. Las administraciones se
realizaron via intraseptal en cerebro de rata con ayuda de una canula. Se administraron 12pl/dia de
NGF al grupo correspondiente. Tomado y modificado de Conner y cols, 2009.

La potenciacion a largo plazo es un mecanismo que inicia con la liberacion del
neurotransmisor excitador glutamato, la actividad de éste sobre los receptores NMDA
post-sinapticos desencadena sefializaciones que favorecen la actividad de factores de
transcripcion y asi la sintesis de proteinas implicadas en cambios morfol6gicos como el
aumento de las espinas dendriticas. La PLP junto con la actividad del NGF promueven el
aumento en el numero de espinas por lo tanto también aumenta el nimero de conexiones
entre neuronas, por lo que la transmision de informacion se amplifica, dando paso al

aumento de los potenciales excitatorios post-sinapticos observados en la Figura 11.

A pesar de la evidencia de los efectos benéficos del NGF, las aplicaciones
terapéuticas de éste tienen muchas limitaciones ya que en estudios preclinicos, la
administracion intravenosa o subcutanea del NGF causa hiperalgesia. Por otro lado, al
igual que para otros factores troficos, la barrera hematoencefalica no permite el paso de
estas proteinas, por lo que una alternativa es el uso de moléculas que induzcan o mejoren
la produccion de estos (De Rosa y cols, 2005; Sofroniew y cols, 2001; Kang y cols, 2011).

Proponiendo que la administracién intranasal pudiese ser una alternativa a la infusion
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intracerebroventricular, De Rosa y colaboradores mostraron que la administracion
mediante esta via del NGF mejoraba la memoria de reconocimiento y contrarrestaba la

atrofia de neuronas colinérgicas en un modelo murino de Alzheimer.

1.4.1 Sefializacion del NGF: el receptor TrkA

La familia de los Trk comprende receptores

transmembrana con actividad tirosina quinasas

Dominics ricos altamente expresados en el sistema nervioso. Esta
o kevana familia incluye a los receptores para la mayoria de los
factores de crecimiento polipeptidicos: TrkA, TrkB y
TrkC que responden a NGF, BDNF y NT4 o NT3

respectivamente. Comparten una organizacion

Dominios similares
alg

Dominia estructural, se encuentran tres dominios ricos en
transmembrana .
leucina, adyacentes a estos se encuentran dos

Dominio dominios “similares a inmunoglobulinas” que son

Ml _ "
Intracelular seguidos por un dominio transmembrana y

posteriormente un dominio citoplasmatico

Figura 12. Organizacion estructural  responsable de la actividad tirosina quinasa. La
de los receptores pertenecientes a o _ o o
la familia TrkA. De los dominios fosforilacion de los residuos de tirosina en el dominio
similares a inmunoglobulinas el
mas cercano a la membrana

celular es el que le dard la  dependientes de la fosforilacion de moléculas
especificidad al recetor

citoplasméatico proporciona sitios de reclutamiento

adaptadoras y de enzimas que median la iniciacién
de cascadas de sefalizacion intracelulares. ElI dominio similar a inmunoglobulina mas
cercano a la membrana celular es el sitio de unién para el factor de crecimiento (Huang
y Reichardt, 2003).

La union del NGF activa la dimerizacion de TrkA, induciendo la autofosforilacion
del receptor que permite la formacién de sitios de unién para proteinas Shc o0 GRB2 que
promueve su unién mediante SOS a RAS. El complejo GRB2 y SOS activa a Ras y
estimula la sefializacion a través de la Raf que fosforila a la proteina MEK ya sea 1 y/o 2
para después fosforilar y activar a las quinasas reguladas por sefiales extracelulares ERK
1y 2 A suvez ERK activa a Rsk que fosforila a CREB, esto permite que CREB
interaccione con SRF y Elk-1 a través de la proteina CBP, CREB regula la expresion de

genes de productos esenciales para la diferenciacion y la supervivencia neuronal. Por otro
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lado, ERK puede traslocarse al nucleo y fosforilar a la proteina Elk-1 para favorecer su
interaccion con SRF y con el sitio de union CAGGAT del SER con el gen c-fos, el cual es
un gen de expresion rapida que forma parte de una serie de eventos de transcripcion
necesarios para la iniciacion y el mantenimiento de la diferenciacion y supervivencia
celular. Otra ruta que se desencadena de la activacion de Ras es la ruta de RhoG que
activa a Cdc42 y Rac. La expresion de RhoG por si misma induce el crecimiento de
neuritas, mientras que las formas activas de Racl y Cdc42 inducen la formacién de

lamelipodios y filopodios respectivamente.

Al fosforilarse los residuos de tirosina del TrkA, también se une la proteina PLC-y1
la cual es fosforilada y activada, una vez activada hidroliza al fosfolipido fosfatidil-inositol
4,5-bisfosfato (PIP2) para formar Inositol trifosfato (IP3) el cual promueve la liberacion de
Ca™ que resulta en la activacion de enzimas como la Proteina quinasa C (PKC) el cual
ayuda a promover el crecimiento de neuritas asi como también la activacion de Raf y
ERK1/2.

La activacion de PI3K genera PIP3 la cual activa a la Proteina quinasa
dependiente del fosfatidil inositol (PDK-1), éste activa a la proteina quinasa Akt que tiene
como sustratos proteinas relacionadas con rutas de muerte celular como Bad que
promueve la apoptosis a través del secuestro de Bcl-X, Bcl-X es una proteina
antiapoptotica que inhibe a Bax. La fosforilacion de Bad previene su union con Bcl-XL. En
la ausencia de la fosforilacién de Bad, esta forma heterodimeros con Bcl-XL favoreciendo
asi la formacion de homodimeros de Bax que se traslocan a la membrana mitocondrial y
se insertan en ella alterando su potencial via formacion de canales i6nicos y la generacion
de especies citotoxicas reactivas de oxigeno (Sofroniew y cols, 2001; Huang y Reichardt,
2003; Negishi y Katoh, 2004; Niewiadomska y cols, 2011).

Las neuronas colinérgicas del complejo prosencéfalo septal-basal expresan este
receptor durante el desarrollo y la edad adulta disminuyendo en animales de edad
avanzada, su expresion es menor en pacientes con enfermedad de Alzheimer; se han
encontrado evidencias de la presencia del TrkA en neuronas piramidales del hipocampo
(Sofroniew y cols, 2001). En 1992 Holtzman y colaboradores descubrieron que la
administracion intraventricular de NGF en cerebro de rata por 2 semanas generaba el
aumento de la cantidad de ARNm del receptor TrkA en el prosencéfalo basal y nucleo

caudado, de la misma forma en cultivos celulares PC12 aumentaba la cantidad de ARNm
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48 horas después de la adicion del NGF mostrando evidencia de que la expresion del

receptor Trka es regulado por incremento por el NGF.
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Figura 13. Mecanismo de accién del NGF desencadenada por su interaccién con el receptor TrkA.
La interaccion de la neurotrofina con el receptor TrkA induce la dimerizaciéon con otro monémero de
TrkA promoviendo la autofosforilacion del receptor en los residuos intracelulares, posteriormente
fosforila a otras proteinas activandolas y permitiendo que estas desencadenen rutas de
sefializacion que activan factores de transcripcion y la expresion de genes para la posterior sintesis
de proteinas. La sefializacién promueve la supervivencia asi como el crecimiento de neuritas y
diferenciacion celular.

Se cree que el mecanismo por el cual el NGF podria promover la plasticidad es a
través de la actividad de las proteinas MAP quinasas, PI3K/Akt y posiblemente CAMKII,
gue se han visto implicadas en el aprendizaje y la memoria. Ademas, NGF puede mejorar
la comunicacién sinptica incrementando la liberacibn de Glutamato y mejorando la
sinaptogénesis. Por otro lado, se ha observado que el NGF mejora la supervivencia de las
neuronas y aumenta su actividad en neuronas colinérgicas del hipocampo. Estos estudios
muestran que NGF puede promover el aprendizaje y la memoria a través de sus efectos

sobre la sefializacion neuronal, la comunicacién neuronal y los cambios en morfologia
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neuronal; el aumento en el nimero de dendritas implica un reforzamiento de la sinapsis y

por lo tanto la facilitacion de la PLP (Birch y Kelly, 2013).

Estudios recientes han mostrado que en enfermedades neurodegenerativas es
caracteristica la disminucién de NGF junto con otros factores neurotréficos como el BDNF
y el GDNF, por lo que se ha enfocado la atencion en estas proteinas como posible blanco
terapéutico contra estas enfermedades (Allen y cols, 2013). Por ejemplo, en la
enfermedad de Alzheimer es caracteristica la disminucion de neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal ligada con la disfuncién del NGF y el receptor TrkA, la disminucién del
receptor también se ha asociado con el deterioro cognitivo, por lo que se sugiere que la
sefializacién mediada por el NGF es requerida para la supervivencia y el funcionamiento

normal de estas neuronas (Niewiadomska y cols, 2011).

1.5 La Diosgenina

Diosgenina, la Hecogenina y la Sarsasapogenina son ejemplos de sapogeninas
esteroidales, productos naturales obtenidos de las saponinas, un grupo de glicdsidos
ampliamente distribuidos en plantas y empleado para la obtencion de productos

esteroidales bioldgicamente activos (Fernandez-Herrera y cols, 2009).

Hecogenina

HO Sarsasapogenina

H

Figura 14. Ejemplos de sapogeninas esteroidales, los compuestos poseen similitud estructural
ademas del nucleo esteroidal ciclopentafenantreno (Anillos A-D). Tomado y modificado de
Fernandez-Herrera y cols, 2009.
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La Diosgenina es un compuesto activo derivado de la saponina Dioscina, se
encuentra en las raices del fiame (Dioscorea villosa) perteneciente a la familia Dioscorea.
En la industria farmacéutica ha sido utilizada como precursora para la sintesis de
esteroides, una gran variedad de estudios preclinicos han evidenciado su potencial contra
padecimientos como la diabetes, cancer, hipercolesterolemia, condiciones inflamatorias y
el déficit cognitivo causado por el envejecimiento (Al-Matubsi y cols, 2011; Chiu y cols,
2011; Ebrahimiy cols, 2014; Saravanan Y cols, 2014; Li y cols, 2015).

En el 2011 Kang y colaboradores realizaron investigaciones en un modelo de
neuropatia que se caracteriza por desmielinizacion y degeneracion axonal asociado a
niveles bajos del NGF en ratones y ratas diabéticas. El objetivo del estudio fue demostrar
el efecto neuroprotector de la Diosgenina. Después dos meses de tratamiento con
Diosgenina (DG) y el NGF (como control positivo), observaron que el tratamiento con DG
mejoraba significativamente la conductividad nerviosa en comparacion con los animales
diabéticos sin el tratamiento, los resultados obtenidos en el grupo DG fueron similares a
los obtenidos en el grupo NGF, por lo que los autores concluyen que la mejora de la
conductividad era causada por el aumento de la concentraciéon del NGF en el nervio
(Figura 15).

30. Rk RER

Conductividad nerviosa
V (m/sec)
&

Nor DM DG Nor DM DG NGF

1 mes 2 meses

Figura 15. Se muestra la velocidad de conduccion nerviosa en nervio ciatico. Sujetos normales
(Nor), diabéticos (DM), Diosgenina (10 mg/kg) (DG), factor de crecimiento nervioso (1mg/kg)
(NGF). El modelo de Diabetes fue inducido con una administracién intraperitoneal de Aloxano
(150mg/kg). No existen diferencias significativas en el primer mes de tratamiento. A los dos meses
se observa una disminucion significativa de la conductividad nerviosa en los animales con
diabetes, el tratamiento con DG mejoré la conductividad nerviosa, resultados similares se
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obtuvieron con animales diabéticos tratados con NGF. Los datos son presentados como media +
E.E.M. ***p<0.001 comparado con el grupo DM. Tomado y modificado de Kang y cols, 2011.

En el 2011 Chiu y colaboradores investigaron el efecto neuroprotector de
Diosgenina en ratones seniles inducidos con D-Galactosa. Observaron que la
administracion de Diosgenina mejoraba la memoria espacial evaluada en el laberinto
acuatico de Morris, ademas de que aumentaba la actividad de enzimas antioxidantes
como la Superoxido dismutasa (SOD) y Glutation peroxidasa (GHS-Px) asi como la
disminucion de la enzima prooxidante Malondialdehido (MDA) (Figura 6).
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Figura 16. La administracién de Diosgenina disminuye el tiempo (seg) para encontrar la plataforma
de escape en el laberinto acuatico de Morris en ratones seniles, por lo que se concluye que
Diosgenina mejora la memoria espacial. ** p<0.01, *** p<0.001. Tomado y modificado de Chiu y
cols, 2011.

Por otro lado estudios realizados por Thoda y colaboradores en el 2012 mostraron
que la administracion cronica de diosgenina via intraperitoneal mejoraba la memoria de
reconocimiento y disminuia los depoésitos de proteina Amiloide beta (AB) en corteza
cerebral e hipocampo en un modelo de Alzheimer en raton. Aunado a estos estudios,
realizaron pruebas in vitro en cultivos primarios de neuronas corticales de raton donde

mostraron que inducia, en neuronas dafiadas con AP, el crecimiento y regeneracion
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axonal a través de la activacion del receptor 1-25D;sMARSS desencadenando rutas de
sefalizacion como PI3K, MEK, PKC o PKA.
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Figura 17. Efecto de la administracién crénica por via intraperitoneal de diosgenina (10 pmol/kg),
Memantina (200 umol/kg) y vehiculo en ratdon 5XFAD. A) indice de preferencia en la sesién de
entrenamiento y de prueba de reconocimiento de objetos, el tratamiento con diosgenina mejora la
memoria de reconocimiento a largo plazo. B) Inmunohistoquimica para placas amiloides, se
observa un area mayor marcada correspondiente a las placas amiloides en los animales con
alzheimer, por otro lado esta area disminuye al recibir el tratamiento con Diosgenina. C) y D) La
Diosgenina disminuye el area de placas amiloideas en la corteza cerebral y en el hipocampo.
Tomado y modificado de Thoda y cols, 2012.

Junto con estos estudios, se observo el aumento de la expresion del receptor
1,25Ds-MARSS, el cual se sabe que activa humerosas cascadas de sefalizacion que
incluyen la Proteina cinasa C (PKC), la Proteina cinasa A (PKA), la Proteina de respuesta
extracelular (ERK) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Todas estas proteinas juegan un
papel fundamental en el mecanismo molecular de la PLP al igual que en la sefializacion

desencadenada por la interaccion del NGF y el receptor TrkA (Thoda y cols, 2012)
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Debido a los hallazgos obtenidos, realizaron estudios posteriores en ratones sanos
evidenciando que la administracion créonica de Diosgenina mejoraba la memoria de
reconocimiento de objetos y generaba el crecimiento axonal en neuronas, ambos efecto
estaban ausentes cuando se administraba un anticuerpo para bloquear el receptor
1,25D5-MARSS (Figura 18), por lo que se infiere que Diosgenina ejerce sus efectos a
través de la activacion de dicho receptor. Como se menciond anteriormente, la
sefializacion del receptor 1,25D;-MARSS implica proteinas como la PI3K, asociada a la
traduccién de proteinas, la regeneracion axonal y la reorganizacion del citoesqueleto; la
proteina ERK requerida para la formacién de axones y la sintesis de proteinas; la proteina
PKC que promueve el crecimiento neuronal y la proteina PKA asociada con la extension
axonal. (Thoda y cols 2013).
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Figura 18. Efecto del bloqueo del receptor 1,25D3-MARRS sobre los efectos de Diosgenina. A) La
infusion crénica del anticuerpo contra 1,25D3-MARRS en el ventriculo lateral de ratén bloquea la
mejora de la memoria, el aumento de la densidad axonal en B) Hipocampo y C) Corteza perirrinal
inducida por la administracién de Diosgenina via intraperitoneal. Tomado y modificado de Thoda y
cols, 2013.
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1.6 El derivado colestanico BSS-4

Debido a que las sapogeninas esteroidales poseen una amplia variedad de
propiedades medicinales, existe un gran interés por la sintesis de compuestos anélogos

denominados compuestos colestanicos.

El triacetato de 22-oxocolest-5en-3,16,26-triilo (BSS-4) es un derivado colestanico
de Diosgenina sintetizado por el equipo de trabajo del Laboratorio de Sintesis y
modificacion de productos naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP bajo la
direccion del Dr. Jesus Sandoval Ramirez. Se obtuvo a partir del tratamiento de
Diosgenina con anhidrido acético (Ac20) y Eterato de trifluoruro de Boro (BF3-OET2) a
temperatura de 0 a -5 °C con un rendimiento del 80-85% (Figura 19) (Fernandez-Herrera
y cols, 2009).

QOAe

0
‘0 Anhidrido acético
‘O Eterato de trifluoruro de Boro

AcC

Diosgenina BSS-4

Figura 19. Reaccién para la formacion de BSS-4. En la estructura se observa el nucleo esteroidal
(azul) y la apertura de la cadena lateral espirocetalica (verde), caracteristicas de un compuesto
colestanico. Tomado y modificado de Fernandez-Herrera y cols, 2009.

Un estudio realizado por Trejo en el 2013 evidencidé que la administracion de 1.5
mg/kg de BSS-4 via intraperitoneal en rata, favorecio el aumento de la longitud dendritica
y del nUmero de dendritas en ratas intactas. Ademas se observo un efecto neuroprotector

en un modelo de lesién excitotéxica.
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Figura 20. La administracion de BSS-4 en dosis de 1.5 mg/kg a ratas hembra de la cepa Wistar via
intraperitoneal ocasiond el aumento en la longitud dendritica y el nimero de dendritas (A, ANOVA
no paramétrica de Kruskal-Wallis, *p<0.05; B, ANOVA paramétrica de una via post-hoc Tukey
*p<0.05). La administracién de BSS-4 en dosis de 0.5, 0.25 y 0.125 mg/kg a ratas hembra de la
cepa Wistar via intraperitoneal con lesion excitotoxica inducida con acido kainico ejercié un efecto
neuroprotector (A, ANOVA no paramétrica de Kruskal-Wallis, *p<0.05; B, ANOVA paramétrica de
una via post-hoc Tukey *p<0.05; Trejo, 2013).
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Gil en el 2014 demuestra que la administracion cronica de BSS-4 por via
intraperitoneal en dosis de 0.5 y 1 mg/kg mejora la memoria de reconocimiento evaluada
en la prueba de reconocimiento de objetos y la memoria espacial evaluada en el laberinto
de Barnés; ambos tipos de memoria son ejemplos de memoria episodica pertenecientes a
la clasificacion de la memoria explicita asociada a estructuras del I6bulo temporomedial
de las cuales destaca el hipocampo. En este estudio también se observo el aumento de la
actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) y glutation

peroxidasa (GPx) en el hipocampo.
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Figura 21. La administracion de BSS-4 via intraperitoneal a ratas hembra de la cepa Sprague
Dawley en dosis 0.5 y 1 mg/kg aumenté A) el indice de discriminacion evaluado en la prueba de
reconocimiento de objetos y B) disminuyd el tiempo de latencia de escape en el laberinto de
Barnés. *p<0.05 con respecto al grupo control y “p<0.05 con respecto al grupo vehiculo. Tomado y
modificado de Gil y cols, 2014.

Estudios posteriores llevados a cabo por Estrella (2015) mostraron que la
administracion intra-hipocampal del compuesto BSS-4 no mejoraba la adquisicion de la
informacion y recuperacion de la memoria de largo plazo evaluada en la prueba de
reconocimiento de objetos en rata, por lo que se propuso que el posible responsable de
dicho efecto neuroprotector fuera un metabolito activo obtenido a partir de la

biotransformacién del BSS-4.
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2. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la Diosgenina mejora el aprendizaje y la memoria en
ratones seniles y ratones transgénicos utilizados como modelo de Alzheimer (Tohda y
cols, 2012), asi mismo hay evidencia de que mejora la conductividad nerviosa en un
modelo de neuropatia diabética; por otro lado se comprob6 que la administracion de
Diosgenina en cultivos de astrocitos favorece la secrecién del NGF de manera dosis
dependiente, por lo que se propone que esta sapogenina esteroidal pudiera ejercer su

efecto neuroprotector mediado por la secrecién de dicha neurotrofina (Kang y cols, 2011).

En padecimientos o condiciones fisiologicas donde el declive cognitivo es
caracteristico, existe disminucion de la secrecion del NGF, por lo cual la administracion
sistémica del NGF ha sido considerado como una opcion para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, sin embargo la complejidad de la barrera
hematoencefalica no permite el paso del factor hacia el SNC, ademas de que se han
observado efectos secundarios como la aparicion de hiperalgesia cuando las

administraciones son via intravenosa o subcutanea (Sofroniew y cols, 2011).

Debido a los importantes efectos de la Diosgenina, la sintesis de analogos
estructurales y su evaluacion experimental es un campo relevante de estudio. Tal es el
caso del triacetato de 22-oxocolest-5en-3,16,26-triilo (BSS-4). Se ha observado en
estudios previos que esta molécula posee efecto neuroprotector ante lesiones
excitotdxicas en el hipocampo de rata asi como el aumento de la longitud dendritica y el
nuamero de dendritas en ratas intactas (Trejo, 2013); ademas de que mejora la adquisicién
de la informaciéon y la recuperacién de la memoria a largo plazo evaluada en dos
diferentes tareas (Gil, 2014), tales efectos se han observado con dosis menores a las

comunmente usadas con Diosgenina.

Considerando los efectos encontrados con la administracion de diosgenina y la
relaciébn estructura quimica-actividad biolégica, es posible suponer que el efecto
neuroprotector asi como de la mejora en la memoria observados con la administracién del
BSS-4, pudieran estar asociados al aumento de la expresién del NGF, (Birch y cols, 2013)
y de su receptor de alta afinidad el TrkA, (Sofroniew y cols, 2011). Por otra parte, es
importante destacar que el hipocampo participa en la memoria de reconocimiento la cual

tienen como base molecular la PLP (Lynch, 2004).
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Por lo antes mencionado, consideramos relevante estudiar el efecto de la
administracion crénica del BSS-4 sobre la memoria de reconocimiento asi como en la

expresion del NGF y del receptor TrkA en el hipocampo de raton.
3. HIPOTESIS

La administracion cronica de BSS-4 por via intraperitoneal mejora la memoria de
reconocimiento y aumenta la expresion del factor de crecimiento neuronal y su receptor
de alta afinidad TrkA.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion crénica de BSS-4 sobre la memoria de

reconocimiento, la expresion del factor de crecimiento neuronal y del receptor TrKA.

4.1 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la administracién cronica del BSS-4 en dosis de 1y 1.5

mg/kg sobre la memoria de reconocimiento

Determinar el efecto de la administracién cronica del BSS-4 en dosis de 1y 1.5
mg/kg sobre la expresion del factor de crecimiento neuronal y del receptor TrkA en el

hipocampo de ratén.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Los animales que se emplearon en los experimentos fueron ratones de la cepa
BALB/c macho adultos provenientes del Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP, los cuales
fueron alojados en el vivario del Laboratorio de Neuroquimica. EI manejo de los animales
se llevo a cabo bajo los lineamientos del Reglamento del Comité para el Cuidado y Uso
de los Animales del Laboratorio de la BUAP (2007), el cual establece el cumplimiento de
la Norma Oficial Mexicana (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacion, 2001) “Especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” (NOM-062-Z00-1999). Los animales se mantuvieron en cajas
individuales de plastico, agua y alimento ad libitum, con ciclos de luz-oscuridad de 12/12

h, temperatura de 22 +2°C, y con humedad relativa de 50+5 %.

Figura 22. Vivario del laboratorio de Neuroquimica

Los animales fueron aleatorizados para formar los grupos experimentales, se repartieron
nueve animales en cada grupo. Los grupos formados fueron: intacto, intacto+aprendizaje,

vehiculo, BSS-4 en dosis 1 mg/kg y BSS-4 en dosis 1.5 mg/kg.

6.2 Preparacion del BSS-4

Se preparé una solucion madre a una concentracion de 1mg/2ml. El vehiculo
consistié en una mezcla de 1ml de solucién de buffer de fosfatos (PBS) a pH 7.4y 1ml de
agua desionizada. Las soluciones se almacenaron a 4°C. La osmoralidad de la solucion
de BSS-4 fue de 301 mOsm/I.
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6.3 Administracion crénica del BSS-4

Los animales fueron aleatorizados para la formacion de los grupos experimentales.
En trabajos realizados anteriormente en el laboratorio de neuroquimica, se ha observado
gue dosis mayores a 2 mg/kg en rata, provocaba dolor abdominal, por lo que para este
trabajo se emplearon las dosis de 1y 1.5 mg/kg, sin olvidar que el metabolismo del ratén
es mas rapido que el de la rata y pudiesen tomarse en cuenta dosis mayores, sin
embargo, se consider6 que las dosis propuestas son aceptables, dado que se han
encontrado resultados prometedores con éstas. Estudios previos han mostrado que el
tratamiento durante siete dias con Diosgenina genera resultados positivos, por otro lado,
estudios previos llevados a cabo en el laboratorio han mostrado que se observan efectos
son una sola administracion de BSS-4, por lo que se eligié un tratamiento crénico de BSS-

4 durante siete dias consecutivos.

6.4 Prueba de Reconocimiento de objetos

La prueba se llevd a cabo en una caja de acrilico negro con dimensiones de
30x55x60 cm. Antes de la sesion de entrenamiento, los animales fueron sometidos a una
fase de habituacion en la que cada ratén exploré libremente durante 10 minutos el interior

de la caja para permitirle familiarizarse con la zona de trabajo.

-

Figura 23. Caja de acrilico para la prueba de reconocimiento de objetos

La sesion de entrenamiento se dividio en tres fases, en la primera fase (F1) el
ratén se colocd enfrente de dos objetos idénticos dentro de la caja y se le permitié la
exploracion durante 5 minutos, una vez terminado el tiempo, el animal regresé a su caja

de cautiverio. En la segunda fase (F2), el ratbn se colocé nuevamente en la caja de
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observacion la cual contenia dos objetos; uno de ellos nuevo y el otro uno de los objetos
previamente presentados, el tiempo asignado en esta fase fue de 5 minutos. Una vez
cumplido el tiempo, el animal regres6 a su caja de alojamiento donde permanecié un
tiempo determinado para posteriormente realizar un reforzamiento de la F2 (F3) con un
objeto familiar y un objeto novedoso, el tiempo entre las sesiones fue de 10 min. En cada
fase se cuantificd el tiempo en segundos que el animal exploraba el objeto nuevo y el

objeto viejo.

Veinticuatro horas después de la sesion de adquisicion, se realizé la segunda y
tercera fase siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. Se cuantificd el

tiempo que el ratén exploré cada uno de los objetos presentados durante 5 minutos.

Con los tiempos registrados, se determinaron los indices de discriminacion (ID) a

partir de la siguiente férmula:

Ty —Ty

ID = ——
Ty + Ty

Donde Ty corresponde al tiempo que el animal pasé explorando el objeto nuevo, y
Ty el tiempo de exploracion del objeto viejo ambos en segundos. El indice de
discriminacion abarcara valores que van desde -1 (cuando exista preferencia hacia el

objeto familiar) y 1 (preferencia hacia el objeto novedoso).
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Figura 24. Protocolo seguido para la prueba de reconocimiento de objetos

En la figura 24 se representa de manera esquematica el protocolo que se siguié
para la prueba de reconocimiento de objetos. Durante la fase 2 y la fase de reforzamiento,
se cuantificé el tiempo en segundos que el animal dedicaba a explorar el objeto nuevo y el
objeto viejo. Veinticuatro horas después de la sesion de entrenamiento se evalud la
memoria de reconocimiento mediante dos pruebas de 5 minutos cada una con un espacio
de 10 minutos entre ellas, en ambas pruebas se cuantificé el tiempo en segundos que el
animal dedic6 a la exploracion del objeto viejo y el objeto novedoso. Los datos
recolectados se utilizaron para determinar los indices de discriminacion en la adquisicion
de la informacion (Fase 2 y reforzamiento) y la recuperacion de la informacion (24 horas

después).

6.5 Obtencién e inclusién de cerebros

Una vez terminadas las pruebas conductuales, los ratones se anestesiaron con
Pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg via intraperitoneal, posteriormente fueron
perfundidos via intracardiaca con Paraformaldehido al 4% en PBS durante 8 minutos,
posteriormente se obtuvieron los cerebros y se mantuvieron en Paraformaldehido al 4%
en PBS durante 24 h. Al dia siguiente los cerebros fueron deshidratados sumergiéndolos
en etanol a concentraciones crecientes desde etanol al 50% hasta etanol absoluto, una

hora cada cambio; en seguida se aclararon con 2 cambios en xilol, una solucién miscible
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en alcohol y parafina, por lo que se facilita su entrada al tejido previamente deshidratado
permitiendo posteriormente la entrada de la parafina, se le denomina aclaramiento ya que
el tejido se torna transparente. La inclusiobn en parafina se realiza a 55°C durante dos
horas para proveerle soporte al tejido, posteriormente se formaron bloques que sirvieron
para la obtencion de cortes de 5 ym de espesor con un microtomo de deslizamiento Leica

modelo SM2010 R, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados al 3%.

70% 85% 90% 95%
R-OH
100%
| x3
—-— _— > Cortes
! Formacion de
Xilol > Parafina —> bloqgues > 5Hmde —> Inmunohistoquimicas
grosor
X2 2h

Figura 25. Protocolo de deshidratacidon e inclusién en parafina de los cerebros obtenidos. Se
muestra fotografia de un cerebro de ratén. La deshidratacion se realiz6 con cambios en alcohol a
concentraciones crecientes, aclaramiento con Xilol y posteriormente la inclusidon en parafina. Se
formaron bloques para obtener cortes de 5 um de grosor los cuales fueron sometidos a las pruebas
Inmunohistoquimicas.

6.6 Técnica Inmunohistoquimica para la deteccion del factor de crecimiento
neuronal y del receptor TrkA

Se seleccionaron cuatro cerebros al azar de cada uno de los grupos y de cada
cerebro se seleccionaron cuatro cortes al azar para el andlisis del hipocampo. El
procesamiento de los tejidos consistié en desparafinizar las muestras pasando los tejidos
por Xilol, Etanol-Xilol en partes iguales y posteriormente por alcoholes de concentraciones
decrecientes hasta llegar a agua destilada, en seguida se incubaron en buffer de fosfatos
(PBS) pH 7.4 por 5 minutos, la recuperacion antigénica se realizd con buffer de citratos 10
mM pH 6 en bafio Maria a 55°C por 20 minutos, transcurrido el tiempo se dejaron enfriar

los cortes y posteriormente se permeabilizaron con PBS-Triton-100x al 2% por 10
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minutos. Para el bloqueo del marcaje inespecifico se utilizé albumina bovina libre de IgG
al 0.5% en PBS-T por 5 minutos. Se realizé la incubacion con el anticuerpo primario
contra NGF (Santa Cruz Biotechnology, INC, NGF (E-12): sc-365944; dilucién 1:50) y
TrkA (Santa Cruz Biotechnology, INC; Trk A (763): sc-118, dilucion 1:50) por 20 horas en
camara humeda obscura cerrada a 4°C, se realizaron lavados con PBS-T vy
posteriormente la incubacion con el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo
Isotiocianato de Fluoresceina (Santa Cruz Biotechnology, INC; goat anti-lgG-FITC: sc-
2456, dilucién 1:200) por 2 horas a temperatura ambiente, en cAmara humeda y protegida
de la luz, se lavaron con PBS-T y PBS para posteriormente tefiir los nucleos con loduro
de Propidio (dilucion 1:1000), el cual es un fluorocromo que se adhiere a los &cidos
nucleicos por lo que se utiliza para tefiir los nacleos; después de realizar lavados con PBS
y PBS-T se cubrieron los tejidos con Vecta Shield y se observaron al microscopio de
fluorescencia Leica DM 1000 LED con cdmara integrada Capture Pro para Prog Res (C14
plus) y el software de captura version 2.8.8., el filtro rojo se utilizd6 para observar los
nacleos, mientras que el verde para evidenciar el marcaje de la proteina de interés (NGF
0 TrkA). Se capturaron fotografias de las regiones CAl, CA2 y CA3 del hipocampo a una

magnificacion de 40x. Las fotografias se analizaron con el programa NIH Image J.

6.7 Andalisis estadistico

Los resultados conductuales maostraron una distribucién normal, por lo que fueron
analizados con ANOVA de medidas repetidas, seguida de una prueba de comparaciones
multiples de Tukey para determinar diferencias significativas entre los grupos. Se
aceptaron diferencias significativas cuando el valor de p fue menor o igual a 0.05. La
comparacion de los valores de ID entre la sesion de adquisicion y recuperacion de cada
grupo se llevé a cabo con una t de Student, se aceptaron diferencias significativas cuando
el valor de p fue menor o igual a 0.05. En cuanto a los datos obtenidos del analisis de las
fotografias de las pruebas Inmunohistoquimicas fueron sometidos a la prueba de ANOVA
de Friedman, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn, se aceptaron
diferencias significativas cuando el valor de p fue menor o igual a 0.05, para las
comparaciones de la densidad de fluorescencia del NGF con el TrkA en cada region se
aplicé la prueba de Prueba U de Mann-Whitney, se aceptaron diferencias significativas

cuando el valor de p fue menor o igual a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de la administracion de BSS-4 sobre el aprendizaje y la memoria
evaluados en la prueba de reconocimiento de objetos

La sesién de entrenamiento de la prueba de reconocimiento de objetos se realizd
el séptimo dia media hora después de la Ultima administracion de los tratamientos
dependiendo del grupo al cual pertenecia el animal, 24 horas después de la sesion de

entrenamiento se evalud la recuperacion de la memoria.

El primer pardmetro que se evalud fue el indice de discriminacién (ID) el cual
puede poseer un valor en un rango de -1 a +1; los valores negativos indican que el sujeto
experimental dedicé mas tiempo a explorar el objeto familiar, los valores positivos indican
una mayor exploracion del objeto novedoso. Cuando el valor del ID es de 0, significa que

no hubo diferencias en el tiempo de exploracion entre el objeto nuevo y el objeto viejo.

Durante la sesion de adquisicion se evaluo el ID en la Fase 2 y la Fase 3
(reforzamiento) (Figura 24), se observd que los animales tratados con BSS-4 en dosis de
1.5 mg/kg presentaron un indice de discriminacién aproximadamente tres veces mayor
que el ID del grupo vehiculo+aprendizaje y del grupo Intacto+aprendizaje, dicha diferencia
es estadisticamente significativa tanto con el grupo Vehiculo (***p<0.001) como con el
grupo Intacto+aprendizaje (**p<0.01). En el grupo BSS-4 en dosis 1 mg/kg se observa
gue el ID es dos veces mayor que el ID de los grupos Vehiculo e Intacto+aprendizaje, sin
embargo al aplicar la prueba estadistica no se observan diferencias significativas. Entre
los valores del ID del grupo Intacto+aprendizaje y del grupo Vehiculo no se observan

diferencias estadisticamente significativas (Figura 26).

En la sesion de recuperacion de informacion se evalu6 la memoria a largo plazo.
Esta sesion consistio en dos ensayos por animal para determinar el indice de
discriminacion. Los datos obtenidos nos muestran que el ID del grupo BSS-4 1.5 mg/kg es
aproximadamente dos veces mayor que el grupo Intacto+aprendizaje y Vehiculo, al
comparar los datos estadisticamente se observan diferencias significativas tanto con el
grupo Intacto+aprendizaje (**p<0.01) y como con el grupo vehiculo+aprendizaje
(**p<0.01). En el grupo BSS-4 en dosis 1lmg/kg el ID no presenta un aumento
estadisticamente significativo al compararlo con el grupo Vehiculo e Intacto+aprendizaje,

ya que el valor de su ID sélo aument6 una unidad con respecto a los grupos controles. No
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existen diferencias significativas entre el grupo Intacto+aprendizaje y Vehiculo, siendo los
ID de 0.298 y 0.302 respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. La administracion cronica de BSS-4 mejora la adquisicion y facilita la recuperacién de la
memoria de largo plazo. En la gréafica se observa que en la sesion de entrenamiento, el indice de
discriminacién (ID) es mayor en el grupo al que se le administré6 BSS-4 en dosis de 1.5 mg/kg con
respecto al grupo intacto y el grupo vehiculo. Se observa un comportamiento similar en la sesién
de recuperacion de la memoria. El aumento del ID observado en el grupo BSS-4 en dosis 1mg/kg,
no es significativamente diferente. Las barras muestran el valor de las medias = DE (n=9). ANOVA
de medidas repetidas y prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.01 **, p< 0.001 ***),

Se analizaron los ID de la sesidn de adquisicion y se compararon contra los datos
obtenidos en la sesion de recuperacion de informacion. En cada grupo experimental los
valores del ID de cada sesion se compararon estadisticamente por medio de una t de
Student. La gréfica de dispersion (Figura 27) nos permite observar el rendimiento de los
animales tratados con BSS-4 en ambas dosis. Tanto en la sesion de adquisicién como la
de recuperacién de la informacién se observa un mejor rendimiento en los animales que
recibieron la dosis de 1.5mg/kg. No se observaron diferencias significativas en ninguno de
los grupos. En la grafica se observa que los valores de ID en la sesion de adquisicion de
los grupos Vehiculo e intacto+aprendizaje son ligeramente mayores que el ID de la sesion

de recuperacién, sin embargo esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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EXPERIMENTAL ADQUISICION | RECUPERACION
Intacto+aprendizaje 0.246 0.298
Vehiculo+aprendizaje 0.211 0.302
BSS-4 1mg/kg 0.420 0.414
BSS-4 1.5 mg/kg 0.666 0.659

Figura 27. Grafica de dispersidon que muestra el comportamiento de los animales en la sesion de
Adquisicion y recuperacion de la informacion de la prueba de reconocimiento de objetos. Se
observa el aumento del indice de discriminacion en los animales tratados con BSS-4 en dosis de 1
mg/kg y 1.5 mg/kg en ambas sesiones. Se aplicé t de Student para comparar los valores de ID de
la sesién de adquisicion contra el ID en la sesion de recuperacion de cada grupo. No existen
diferencias significativas en ninguno de los grupos.
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7.2 Efecto de la administracion cronica de BSS-4 sobre la expresion del NGF

De cada uno de los 5 grupos experimentales se seleccionaron cuatro animales al
azar y se obtuvieron los cerebros, los cuales fueron procesados e incluidos en parafina
para hacer cortes histolégicos de 5 um de grosor. De cada cerebro se seleccionaron
cuatro cortes al azar que se emplearon para las pruebas Inmunohistoquimicas. En la

Figura 28 se muestran los datos de un grupo.

Fotografias
Cerebros Cortes
CA1 CA2 CA3
4 16 128 32 96

Figura 28. Resumen del numero de fotos obtenidas por grupo experimental. Se muestra el nimero
de fotos obtenidas por cada regién del hipocampo.

El andlisis del NGF fue realizado para determinar si existe alguna relaciéon entre la
expresion de esta proteina con la mejora del aprendizaje y la memoria, dado que se ha
reportado en estudios anteriores que el aumento de la concentracion de éste en el

hipocampo mejora la memoria de reconocimiento.

Debido a que se ha reportado que la expresion del NGF depende de la actividad
neuronal, fue necesario introducir un grupo intacto sin aprendizaje para descartar un
resultado falso positivo debido a la prueba de aprendizaje y memoria a la cual fueron
sometidos los animales. Se cuantifico la expresion del NGF en dicho grupo y se comparé

con la expresion en el grupo Intacto mas aprendizaje.

En la region del CA1l no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos, de igual forma no se encontraron diferencias estadisticas significativas al
comparar con el grupo Vehiculo. En el grupo BSS-4 1mg/kg la expresion del NGF es
aproximadamente cinco veces mayor que el grupo Intacto (****p<0.0001) y tres veces
mayor que los grupos Intacto+aprendizaje y Vehiculo (****p<0.0001). Mientras en el grupo
BSS-4 en dosis de 1.5 mg/kg la expresion del NGF es aproximadamente trece veces
mayor que el grupo Intacto, siete veces mayor que los grupos Intacto+aprendizaje y
Vehiculo, y aproximadamente 3 veces mayor que el grupo BSS-4 en dosis de 1 mg/kg
(****p<0.0001) (Figura 29).

En la region del CA2 no se presentan diferencias significativas en la expresion del

NGF entre el grupo Intacto e Intacto+aprendizaje. Por otro lado, la expresion en el grupo
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Vehiculo es significativamente dos veces mayor con respecto al grupo Intacto (*p<0.05)
sin mostrar diferencias significativas respecto al grupo Intacto+aprendizaje. La expresion
en el grupo BSS-4 en dosis 1mg/kg es cuatro veces mayor a comparacion del grupo
Intacto y tres veces respecto al grupo Intacto+aprendizaje (****p<0.0001) mientras que
con respecto al grupo Vehiculo es aproximadamente el doble (*p<0.05). En el grupo BSS-
4 en dosis 1.5 mg/kg la expresion del NGF es nueve veces mayor que el grupo Intacto,
siete veces mayor que el grupo Intacto+aprendizaje y cuatro veces mayor que el grupo
Vehiculo (****p<0.0001). A pesar de que la expresion del NGF en el grupo BSS-4 1.5
mg/kg es el doble de la expresion en el grupo BSS-4 1mg/kg, al aplicar la prueba

estadistica no se presentaron diferencias significativas (Figura 30).

En la region CA3 del hipocampo, no existen diferencias significativas en la
expresion del NGF entre los grupos Intacto e Intacto+aprendizaje. En el grupo Vehiculo es
tres veces mayor que el grupo Intacto (**p<0.001) sin observarse diferencias con el grupo
Intacto+aprendizaje, mientras que en el grupo BSS-4 1mg/kg la expresion es
aproximadamente cuatro veces mayor que el grupo Intacto (****p<0.0001), dos veces
mayor que el grupo Intacto+aprendizaje (**p<0.01) y casi el doble que el grupo Vehiculo
(**p=<0.01). En el grupo BSS-4 en dosis 1.5 mg/kg la expresion del NGF es ocho veces
mayor que el grupo Intacto (****p<0.0001), cinco veces mayor que el grupo
Intacto+aprendizaje y tres veces mas que el Vehiculo (****p<0.0001). La expresion en el
grupo BSS-4 1.5 mg/kg es poco méas del doble con respecto al grupo BSS-4 en dosis
1mg/kg (****p<0.0001) (Figura 31).
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Figura 29. La administracién crénica del BSS-4 aumenta la expresion del NGF. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el NGF de la regién CAl del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresién del NGF en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias + EEM (n=4). Prueba de ANOVA de Friedman post hoc comparaciones mdltiples de Dunn
(p<0.0001 ****), Los valores se encuentran en una escala de 1x10°.
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Figura 30. La administracién crénica del BSS-4 aumenta la expresion del NGF. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el NGF de la region CA2 del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como Densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresién del NGF en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias + EEM (n=4). Prueba de ANOVA de Friedman post hoc comparaciones multiples de Dunn
(*p<0.05, ****p<0.0001). Los valores se encuentran en una escala de 1x10°,
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Figura 31. La administracion crénica del BSS-4 aumenta la expresion del NGF. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el NGF de la regién CA3 del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como Densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresién del NGF en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias + EEM (n=4). Prueba de ANOVA de Friedman post hoc comparaciones mdltiples de Dunn
(**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001). Los valores se encuentran en una escala de 1x10°.

43



7.3 Efecto de la administracion cronica de BSS-4 sobre la expresion del TrkA

El NGF actua a través de la activacion de su receptor de alta afinidad, el TrkA, por
lo que es necesaria su presencia para que se presenten los efectos benéficos de esta
neurotrofina. Al igual que para el andlisis del NGF, se tomaron al azar cuatro cortes por

cada cerebro para someterlos a la prueba inmunohistoquimica (ver Fig. 28).

En la region del CALl no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
Intacto e Intacto+aprendizaje. Se observaron diferencias significativas entre el grupo
Intacto y el Vehiculo, siendo la expresion del receptor de casi el doble que el Intacto
(*p<0.05), no se observan diferencias con respecto al grupo Intacto+aprendizaje. El grupo
BSS-4 1mg/kg presenta una expresion del TrkA cuatro veces mas que el grupo Intacto,
casi tres veces mas que el grupo Intacto+aprendizaje y dos veces mas que el grupo
vehiculo (****p<0.0001). La expresion del TrkA en el grupo BSS-4 en el grupo 1.5 mg/kg
es 7 veces mayor que el grupo Intacto, 4 veces mayor que en el Intacto+aprendizaje, y
tres veces mas que el grupo Vehiculo (****p<0.0001). No se encuentran diferencias

significativas entre los dos grupos de BSS-4 (Figura 32).

En la region del CA2 no se observan diferencias significativas entre el grupo
Intacto e Intacto+aprendizaje. El vehiculo presenta una expresion del doble que el grupo
Intacto (*p<0.05) pero no presenta diferencias significativas con respecto al grupo
Intacto+aprendizaje. El grupo BSS-4 1mg/kg presenta una expresion del TrkA cuatro
veces mas que el grupo Intacto, tres veces mas que el grupo Intacto+aprendizaje
(****p<0.0001) y dos veces mas que el grupo Vehiculo (**p<0.01). Por otro lado, el grupo
BSS-4 1.5 mg/kg presenta una expresion del TrkA siete veces mas que el grupo Intacto,
casi seis veces mas que el grupo Intacto+aprendizaje y 4 veces mas que el grupo
Vehiculo (****p<0.0001). No existen diferencias significativas con respecto al grupo BSS-4
1mg/kg (Figura 33).

En la region del CA3 no se observaron diferencias significativas entre el grupo
Intacto e Intacto+aprendizaje. El vehiculo presentd una expresion del doble que el grupo
Intacto (*p<0.05) pero no muestra diferencias significativas con respecto al grupo
Intacto+aprendizaje. El grupo BSS-4 1mg/kg presenta una expresion del TrkA cuatro
veces mas que el grupo Intacto, tres veces mas que el grupo Intacto+aprendizaje
(****p<0.0001) y casi dos veces mas que el grupo Vehiculo (***p<0.001). Por otro lado, el

grupo BSS-4 1.5 mg/kg presenta una expresion del TrkA siete veces mas que el grupo
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Intacto, seis veces mas que el grupo Intacto+aprendizaje y casi 4 veces mas que el grupo
Vehiculo (****p<0.0001). Existen diferencias significativas entre la expresion del TrkA en el
grupo BSS-4 1 mg/kg y 1.5 mg/kg (Figura 34).

45



Vehiculo BSS-4 1 mg/kg BSS-4 1.5 mg/kg

A) Intacto Intacto + aprendizaje

Nticleos

NGF

Co-localizacion

B) 15.0- ke Intacto
" | === Intacto + aprendizaje
[ | sk : i Vehiculo + aprendizaje
12.5- ——BSS-4 1 mg/kg

Il B5S-4 1.5 mg/kg

Densidad de fluorescencia
""‘d
8]
1

Figura 32. La administracién crénica del BSS-4 aumenta la expresion del TrkA. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el TrkA de la region CAl del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresién del TrkA en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias = EEM, (n=4). Prueba ANOVA de Friedman, post hoc comparaciones mdultiples de Dunn
(*p<0.05, ****p<0.0001). Los valores se encuentran en una escala de 1x10°.
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Figura 33. La administracion crénica del BSS-4 aumenta la expresion del TrkA. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el TrkA de la regién CAl1l del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresion del TrkA en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias + EEM (n=4). Prueba de ANOVA de Friedman, post hoc comparaciones mdltiples de Dunn
(*p=<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001). Los valores se encuentran en una escala de 1x10°.
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igura 34. La administracion cronica del BSS-4 aumenta la expresion del TrkA. A) Se muestran
fotografias representativas de las inmunohistoquimicas para el TrkA de la regién CAl1l del
hipocampo izquierdo. Barra de escala correspondiente a 50um. B) El marcaje positivo fue
cuantificado como densidad de fluorescencia con el programa ImageJ. Se observa el aumento de
la expresion del TrkA en los grupos tratados con BSS-4. Las barras muestran el valor de las
medias + EEM (n=4). Prueba de ANOVA de Friedman, post hoc comparaciones multiples de Dunn
(*p=0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001). Los valores se encuentran en una escala de 1x10°,



Se comparo el nivel de expresion del NGF con la expresion del TrkA en cada uno
de los grupos. En la Figura 35 se observa una expresion muy similar de los dos
marcadores en los grupos Intacto, Intacto+aprendizaje, Vehiculo y BSS-4 en dosis 1mg/kg
en las tres regiones del hipocampo. Por otro lado en el grupo BSS-4 en dosis 1.5 mg/kg la
expresion del TrkA es significativamente menor un 37% en la regién del CAl y 20%

menos en la regién del CA2 con respecto a la expresion del NGF (*p<0.05).
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Figura 35. Comparacion de la expresion del NGF contra la expresién de su receptor TrkA en las
regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo de ratdn. Se observa aumento de la expresion de ambos
marcadores en los grupos tratados con BSS-4. Existen diferencias significativas en las expresiones
del NGF y el TrkA en el grupo tratado con BSS-4 en dosis 1.5 mg/kg (*p<0.05). Las barras
muestran el valor de las medias + EEM. Prueba U de Mann-Whitney. Los valores se encuentran en
una escala de 1x10°.
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Por otro lado, también se comparoé la expresion del NGF y el TrkA en cada una de
las regiones de los grupos BSS-4 en ambas dosis. Se observo que la expresion en la
region CA3 es mayor en un que en la region CA1. No se pueden realizar comparaciones
estadisticas debido a que el numero de datos no es igual en las diferentes regiones
(Figura 28). En la expresion del NGF se observa un comportamiento similar, en el grupo
BSS-4 la expresion en el CA2 es un 69% mayor y en el CA3 90% ambos con respecto a
la region CAL; en el grupo BSS-4 en la region CA2 la expresion es un 46% mayor y en el
CA3 un 57% mayor con respecto a la region CAL. La expresion del TrkA en el CA3 es un
102% mayor que en la regiéon CAl en el grupo BSS-4 en dosis 1 mg/kg, la expresion en
las regiones CA2 y CA3 en ambos grupos es muy similar. En el grupo BSS-4 1.5 mg/kg la
expresion del TrkA en el CA3 es un 127% mayor que en la regién CA1, mientras que en el
CA2 es un 84% mayor (Figura 36).
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Figura 36. Comparacion de la expresion del NGF en las diferentes regiones del hipocampo de los
grupos tratados con BSS-4 en dosis de 1 y 1.5 mg/kg. Los datos no pueden compararse entre si
debido a que no se tiene el mismo niumero de datos entre las diferentes regiones. Se observa una
mayor expresion tanto del NGF como del TrkA en la region CA3 del hipocampo. Los valores se
encuentran en una escala de 1x10°. Las barras muestran el valor de las medias + EEM.
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8. DISCUSION

En la prueba de reconocimiento de objetos el indice de discriminacion (ID) con
valor positivo indica que el sujeto de experimentacion emple6 mas tiempo en explorar el
objeto novedoso prestandole menos atencién al objeto familiar, entre mas cercano sea al
valor a 1 la discriminacién entre ambos objetos es mayor, por otro lado si el ID es negativo
indica que dedicé mayor tiempo de exploracién al objeto viejo, cuando el ID presenta es 0,
significa que el tiempo de exploracién fue igual para ambos objetos, por lo que no hubo
discriminacién entre ambos (Antunes y Biala, 2012). Este efecto puede observarse en los
animales tratados con el BSS-4 en dosis de 1.5 mg/kg, ya que el ID es significativamente
mayor comparado con el grupo Intacto+aprendizaje y vehiculo+aprendizaje tanto al
evaluar la adquisicion como la recuperacion de la memoria 24 horas después (memoria a
largo plazo). Si bien también se observa el aumento del ID en el grupo tratado con BSS-4
en dosis de 1 mg/kg, este no es estadisticamente mayor al compararlo con el grupo
vehiculo+aprendizaje e intacto+aprendizaje, esta ausencia de diferencia estadistica puede
ser atribuida a la rapidez del metabolismo del raton, lo que indica que la dosis de 1mg/kg
no es suficiente para observar un efecto marcado a comparacion de la dosis 1.5 mg/kg, lo
gue nos sugiere que en ratdbn es posible el uso de dosis mayores, las cuales nos
ayudarian a observar de manera mas clara el efecto del BSS-4 sobre el aprendizaje y la

memoria en animales sanos.

La memoria de reconocimiento es un modelo de estudio de la memoria declarativa,
la cual es altamente dependiente de estructuras del I6bulo temporomedial (Squire y cols,
2007; Balderas vy cols, 2015). Se ha observado en diferentes estudios que la memoria de
reconocimiento se ve comprometida al inactivar temporalmente el hipocampo con
Lidocaina (Hammond y cols, 2004), la lidocaina es un anestésico local que bloquea la
conduccion nerviosa de manera especifica, temporal y reversible, actia bloqueando los
canales de Na“, con la consiguiente disminucion de la entrada de Na" y la inhibicion de la
despolarizacion de la membrana, que producen el bloqueo de la transmision del impulso
nervioso a través de las neuronas (Lépez y Gasco, 2005). Por otro lado, también se
reporté que la inactivacion temporal del hipocampo con muscimol perjudica la formacion
de la memoria en la prueba de reconocimiento de objetos (De Lima y cols, 2006), el
muscimol, principio activo de la seta Amanita muscaria, es un agonista de los receptores
GABA,, este receptor se encuentra en neuronas y consiste en un canal iénico de CI

activado por ligando, interviene en los procesos rapidos de transmision de tipo inhibidor
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que conduce a la reduccién de la excitabilidad de la membrana celular (Fuentes y Ruiz.
2005). Estos estudios indican que la integridad y la funcién del hipocampo ayudan a la
formacion de la memoria de reconocimiento, sobre todo para la consolidacion de la

memoria (formacion de la memoria a largo plazo).

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los obtenidos por Gil en
el 2014, en dicho estudio se evalud el efecto de la administracién crénica durante 25 dias
del BSS-4 en ratas sobre la memoria de reconocimiento y la memoria espacial. Ambos
tipos de memoria pertenecen a la clasificacion de memoria episddica perteneciente a la
memoria declarativa, por lo que ambas dependen de la integridad del hipocampo (Lynch,
2004; Morgado, 2005; Squire y cols, 2007; Balderas y cols, 2015). Se observo que el
tratamiento con BSS-4 mejoraba el rendimiento en ambas pruebas y que el ID era
significativamente mayor comparados con los grupos intacto y vehiculo, ademas de que

esta mejora se observaba tanto en la sesion de adquisicion como en la de recuperacion.

El BSS-4 es un derivado colestanico de la diosgenina, estudios previos llevados a
cabo con la diosgenina han mostrado que el tratamiento crénico mejora la memoria de
reconocimiento en ratones sanos (Thoda y cols, 2013) o ratones transgénicos usados
como modelo de la enfermedad de Alzheimer caracterizados por el aumento de depdsitos
de placas amiloideas en corteza cerebral e hipocampo (Thoda y cols, 2012) ademas
mejora la memoria espacial evaluada en el laberinto acuatico de Morris y aumenta la
actividad de enzimas antioxidantes como la Superoxido Dismutasa y Glutation peroxidasa
siendo este efecto un posible mecanismo de neuroproteccion en el modelo de ratones
seniles inducidos con D-Galactosa (Chiu y cols, 2011). Sin embargo, los efectos de la
mejora de la memoria solo son observados al evaluar la memoria a largo plazo 24 horas
después de la sesiébn de entrenamiento, sin haber diferencias en la sesion de
entrenamiento o adquisicion de la informacién. Por otro lado, los resultados obtenidos en
el presente trabajo y el de Gil en el 2014 se ha observado que el BSS-4 mejora la
adquisicion de la informacion, efecto que no se observa con diosgenina. En la figura 27 se
realizd la comparacion del ID en la sesién de adquisicién contra el ID en la sesion de
recuperacion de la informacion en cada uno de los grupos experimentales, observando
que el ID aumentaba en la sesion de adquisicion de la informacién de los animales
tratados con BSS-4 siendo este aumento mayor en el grupo BSS-4 con dosis 1.5 mg/kg,
el ID en ambas sesiones es similar entre los grupos Intacto y Vehiculo, por lo que

sugerimos que el BSS-4 pueda estar actuando en otras estructuras como la Corteza
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prefrontal, una estructura altamente implicada en los procesos atencionales (Sigurdsson
y Duvarci, 2016), de ahi que al existir una mejora de la atencion, la adquisicion de la
informacion sea mas asequible permitiendo una mejor consolidacion de la memoria y

facilitando la recuperacion de ésta 24 horas después.

Kang y colaboradores en el 2011, observaron que el tratamiento con Diosgenina
mejoraba la conductividad nerviosa ademéas de que promovia el crecimiento de neuritas
en un modelo de neuropatia diabética, un padecimiento que se caracteriza por
desmialinizacion y degeneracion axonal en tejido nervioso asociado a niveles bajos de
NGF, por lo que realizaron pruebas en cultivos celulares observando que el tratamiento
con diosgenina aumentaba la secrecion del NGF de manera dosis-dependiente,
proponiendo asi que la Diosgenina ejercia un efecto neuroprotector mediante la induccion
del NGF.

Como se ha demostrado en diferentes estudios, el aumento de la concentracion
del NGF en el hipocampo promueve la mejora de la memoria evaluada en la prueba de
reconocimiento de objetos (Birch y Kelly, 2013) y de facilita la potenciacién a largo plazo,
el mecanismo molecular propuesto para los procesos mnemaénicos (Conner y cols, 2009).
Por otro lado Wang y colaboradores (2012) observaron que el NGF promueve la
formacion de la memoria mediante la activacion de proteinas como la Poli ADP ribosa
polimerasa | (PARP1), la cual induce una rapida y transitoria descondensacion de la
cromatina y permite la transcripcion necesaria para la formacion de la memoria a largo
plazo. Por otro lado el NGF activa factores de transcripcién que promueven la sintesis de
proteinas, evento que es indispensable para la formacion de la memoria a largo plazo
(Lynch, 2004). Asi mismo, se ha sugerido que la estimulacion continua con el NGF
promueve la liberacion de glutamato (Knipper y cols, 1994), el principal neurotransmisor
excitador presente en las neuronas piramidales del hipocampo y que se encuentra
altamente implicado en la potenciacion a largo plazo (Lynch, 2004). Debido a los
potenciales efectos del NGF sobre la plasticidad neuronal, se decidi6 comprobar si la
mejora de la memoria observada en la prueba de reconocimiento de objetos tenia alguna
relacién con la expresion del NGF, por lo que se midié la expresion de dicha proteina

mediante inmunohistoquimica.

La Inmunohistoquimica es un método usado para determinar la expresion de

biomarcadores en cortes histoldgicos (embebidos en parafina o congelados) que se basa
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en una interaccion antigeno-anticuerpo. La localizaciébn del anticuerpo primario se
visualiza haciendo uso del microscopio apropiado, en este trabajo la técnica se llevé a
cabo de manera indirecta ya que se utilizaron dos anticuerpos, el anticuerpo primario que
interactia la presencia de la proteina de interés y el anticuerpo secundario que se
encuentra marcado con un fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina, FITC) y que

identifica al anticuerpo primario (Clive y Phil, 2013).

Los animales tratados con BSS-4 aumentaron la expresién del NGF de manera
dosis-dependiente, dicho aumento era estadisticamente mayor al compararlos con los
grupos intacto+aprendizaje y vehiculo, por otro lado se ha reportado que la expresion del
NGF depende de la actividad neuronal (Sofroniew, 2001), por lo que para descartar que el
aumento observado era debido a la prueba de memoria a la cual estaban siendo
sometidos los animales, utilizamos un grupo intacto sin aprendizaje, al comparar los
niveles de NGF con el grupo intacto con aprendizaje, los niveles entre los dos grupos no
eran estadisticamente diferentes en ninguna de las regiones del hipocampo, por lo que
aseguramos que el aumento observado es debido a la accién del BSS-4. El uso de un
grupo vehiculo nos ayudo a determinar que quien estaba ejerciendo el efecto era el BSS-
4 y no dicho vehiculo, se puede observar que este grupo presenta un aumento
significativo de la expresion del NGF a comparacion del grupo Intacto, sin embargo al
comparar con el grupo Intacto+aprendizaje, la expresion es mayor pero no es significativo,
por lo que pensamos que dicho aumento pudiese ser debido a que la administracion
intraperitoneal genera cierto estrés en el animal. Se ha observado que en condiciones de
estrés, como exponer a los roedores en campo abierto con luz blanca, se genera un
incremento del NGF en las regiones CAl, CA2 y CA3 puesto que se ha relacionado al
hipocampo a procesos emocionales y de estrés (Badowska y cols, 2015). Sin embargo al
comparar la expresion del NGF en el grupo Vehiculo contra los grupos tratados con BSS-
4 la expresion es significativamente mayor en los grupos BSS-4 que en el grupo Vehiculo,
por lo que una vez méas se asegura que dicho efecto es debido a la actividad de la

molécula aun en presencia estrés debido a la administracion.

Para tratar de esclarecer como es que el BSS-4 puede estar aumentando la
expresion del NGF, es importante considerar que al ser este un derivado de la
Diosgenina, ambos compuestos comparten una similitud estructural muy estrecha. Thoda
y colaboradores en el 2012 observaron que el tratamiento con Diosgenina mejoraba la

memoria de reconocimiento e inducia el crecimiento axonal, dichos efectos benéficos
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desaparecian cuando el receptor 1,25D3-MARRS era blogueado con un anticuerpo, por lo
gue se cree que Diosgenina ejerce sus efectos a través de la activacion de dicho receptor
(Thoda y cols, 2013).

La proteina 1,25D3-MARRS es un receptor de membrana que desencadena
respuestas rapidas (segundos a minutos) al ser activado por la Vitamina D. Se le
encuentra en células intestinales, osteoblastos y odontoblastos, donde regula el
transporte de iones fosfato y calcio. La activacién del receptor estimula numerosas
cascadas que incluyen a proteinas como fosfolipasa C (PLC), proteinas quinasas como
PKC y ERK ademas de la apertura de canales de calcio. La unién del ligando al receptor
1,25D3-MARRS activa por medio de la proteina G a la fosfolipasa C la cual cataliza la
reaccién para la formacion de diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El
DAG activa a proteinas quinasas como la PKC, las cuales desempefian un papel
importante en el control del crecimiento y diferenciacién celular; el IP3 activa la liberacion
de calcio de depdsitos intracelulares como el reticulo endoplasmico aumentando asi la
concentracion interna de calcio, lo que permite la activacibn de proteinas quinasas
dependientes de calcio (Norman y cols, 1999; Turano y cols, 2011; Khanal y Nemere,
2007).

Dentro de las proteinas quinasas que se activan, se encuentran la PKA, CAMKII y
PKC (Chen y cols, 2013; Norman y cols, 1999; Turano y cols, 2011) es importante
mencionar que el tratamiento con diosgenina aumenta la actividad de dichas proteinas
(Thoda, 2012). Aunque la funcién del receptor en neuronas y enfermedades
neurodegenerativas aun es desconocido, se ha reportado la expresion de la proteina
PDIA3 en neuronas del hipocampo (Uhlén y cols, 2005). Asi mismo Pendyala y
colaboradores en el 2012 observaron que el tratamiento con metanfetamina aumentaba la
expresion de PDIA3 en el hipocampo de ratdn, siendo este un posible mecanismo de
neuroproteccion. El estudio de Thoda y colaboradores en el 2013 demostré que el
tratamiento con diosgenina aumentaba la longitud axonal mediante la activacion del
receptor 1,25D3-MARRS. Resultados semejantes fueron obtenidos por Trejo (2013) en el
cual se observdé que la administracion aguda de BSS-4 generaba el aumento de la

longitud dendritica y el nUmero de dendritas.

Las rutas de sefializacion PKA, PKC y CAMKII promueven la sintesis de proteinas

en neuronas (Bliss y Collingridge, 1993; Lynch, 2004) dentro de las cuales podria
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encontrarse el NGF. Existe evidencia que demuestra que el NGF es sintetizado en
neuronas piramidales del hipocampo (Sofroniew y cols, 2011), estructura blanco de
neuronas colinérgicas (Whittemore y cols, 1988; Ernfors, 1990; Zhang y cols, 2007)
asociada a memorias de tipo episodica como la memoria de reconocimiento (Squire y
cols, 2007; Balderas y cols, 2015), ademas de que se ha demostrado que la ruta de
sefializacién desencadenada por la activacion de PKC promueve la sintesis de NGF en
neuronas del hipocampo (Lim y Alkon, 2012). Es posible que el BSS-4 active al receptor
1,25D3-MARRS desencadenando asi las rutas de sefializacion PKA, PKC y CAMKII que
promueven la sintesis de proteinas como el NGF. Por otro lado se ha observado que la
activacion del receptor promueve la internalizacion de calcio (Nemere y cols, 2010;
Turano y cols, 2011) aumentando su concentracion en el medio intracelular; la entrada de
calcio es un evento importante para la potenciacion a largo plazo ya que como se ha visto,
activa proteinas dependientes de calcio como la CAMKII ademas de que moviliza
vesiculas cargadas con glutamato (Lynch, 2004). El glutamato liberado por la neurona
presinaptica interacta con los receptores AMPA y NMDA en la neurona postsinaptica,
evento que permite la entrada de Ca™ y la posterior activacion de proteinas dependientes
de Ca™ como la CAMKII , PKC y Ac, estas proteinas desencadenan sefializaciones que
coinciden en la activacion de ERK el cual modula la activacion de factores de

transcripcién para la posterior sintesis de proteinas (Lynch, 2004; Morgado, 2005).

Para que el NGF pueda llevar a cabo sus efectos neurotréficos, es de vital
importancia la presencia de su receptor de alta afinidad TrkA, ya que es mediante la
activacion de este que se accionan proteinas que promueven la sintesis de proteinas del
citoesqueleto y mas receptores NMDA Y AMPA. En este trabajo se observé que el
tratamiento con BSS-4 aumenté la expresion del receptor TrkA en las tres regiones del
hipocampo en una proporcion muy similar a la observada en la expresion del NGF. Se ha
demostrado que el TrkA se encuentra en neuronas piramidales del hipocampo (Sofroniew
y cols, 2001) y que su expresion es modulada por la expresion del NGF ya que cuando el
éste aumenta, incrementa la cantidad de receptores TrkA (Holtzman y cols, 1992; Birch y
Kelly, 2013), este comportamiento se observd en el presente trabajo, ya que al

incrementar la expresion del NGF, la expresion del TrkA también aumento.

El factor de crecimiento neuronal interactia con el receptor TrkA que puede estar
localizado tanto en la neurona post-sinaptica como pre-sinaptica, al ser activado, este

activa a proteinas como CAMKII, PI3K, PKC y Ac, todas conducen a la activaciéon de ERK
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que modula la activacion de factores de transcripcion para la posterior sintesis de
proteinas, por otro lado las proteinas CAMKII y PI3K son capaces de interactuar con
proteinas del citoesqueleto como MAP2, Sinapsina y Tau promoviendo cambios
morfologicos y la liberacion de neurotransmisores. Dentro de los cambios morfolégicos
gue se generan, esti el aumento de la densidad dendritica, por lo que incrementan las
conexiones neuronales, evento que promueve la facilitacion de la potenciacion a largo

plazo.

Por otro lado, en la figura 35, se compara el aumento de la expresion del NGF y el
TrkA, si bien, los comportamientos son muy similares, se observa que en el grupo BSS-4
en dosis 1.5 mg/kg la expresion del receptor TrkA es menor que la expresion del NGF, lo
gue nos hace suponer que la expresion del receptor no es regulada directamente por la
actividad del BSS-4, sino que es regulada posiblemente por la expresién del NGF, es por
eso que la expresién en este grupo es diferente. Siendo que el grupo BSS-4 1.5 mg/kg es
el grupo con la dosis mayor, nos permite observar mejor dicho efecto a comparacion del

grupo BSS-4 en dosis 1mg/kg.

En la region del CALl se observa de manera evidente la diferencia de la expresion
del NGF con el TrkA, siendo significativamente menor el TrkA (37%, respecto al grupo
intacto). Las neuronas del CAL reciben proyecciones de las neuronas del CA3 (Amaral y
Lavenex, 2007; Taupin, 2007), es sabido que las neurotrofinas pueden transportarse de
manera retrograda a traves de los axones de las neuronas pre-sinapticas (Niewiadomska
y cols, 2011) , por lo que suponemos que el NGF sintetizado por las neuronas del CAl
esté siendo captado por los axones de las neuronas del CA3 y transportado de manera
retrégrada hacia el soma de estas neuronas cerca del nacleo (region CA3), por lo que la
actividad de los receptores TrkA en la region del CA1 es menor y por ende menor su
expresion, esta idea también ayudaria a explicar por qué se encuentra menor expresion

en la region del CA1 que en la region del CA2.

Se realiz6 una comparacion de los niveles de NGF entre las regiones del
hipocampo en los grupos tratados con BSS-4 (Figura 36). Debido a que no se tienen el
mismo numero de datos de la region CA1l, CA2 y CA3 (Figura 28), no es posible comparar
la expresion entre regiones de manera estadistica, sin embargo, se observa que la
expresion del NGF en las regiones CA2 y CA3 son mayores que en la region CA1l, este

dato coincide con los resultados obtenidos por Zhang y colaboradores en el 2007, en
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donde demuestran que la expresion del NGF es menor en la region CAL del hipocampo,
la expresion del TrkA es muy similar a la del NGF, por lo que se sugiere que la expresion

del receptor esta regulada por la presencia del NGF.

Por otro lado se ha observado que el tratamiento con NGF en cultivos celulares
aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como la Glutatibn peroxidasa (GPX)
(Sampath y Perez, 1997), ademés de que el aumento del NGF a nivel del SNC en ratones
transgénicos, aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa
(SOD) y glutation transferasa (GT) (Guégan y cols, 1999). En el trabajo de Gil (2014) se
observé que el tratamiento cronico con BSS-4 aumenta la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPX, al observar que el tratamiento con BSS-4 aumenta la
expresion del NGF, puede ser que esta neurotrofina esté ayudando al aumento de la

actividad de dichas enzimas.
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Figura 37. Posible mecanismo de accién del BSS-4. El BSS-4 activa al receptor 1,25D3-MARRS
permitiendo la separacién de la subunidad alfa de la proteina G a la cual se encuentra acoplado el
receptor. La subunidad a activa a la fosfolipasa C (PLC) que cataliza la reaccion para la formacién
de diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). EI DAG activa a proteinas quinasas como
la PKC, la cual desencadena sefializaciones que activan factores de transcripcion como CREB
aumentando la transcripcion del gen del NGF; el IP3 activa la liberacion de calcio de depdsitos
intracelulares como el reticulo endoplasmico aumentando asi la concentracion interna de calcio, lo
que permite la activacién de proteinas quinasas como CAMKII y PKA que desencadenan sefiales
que activan factores de transcripcion. Por otro lado el aumento interno de Ca™ pone en
movilizacion vesiculas que contienen glutamato que es liberado al espacio sinaptico junto con el
NGF. El glutamato activa el receptor AMPA que permite la entrada de Na' provocando la
despolarizacion de la neurona y por ende la liberacion del receptor NMDA del ion Mg*™ que lo
bloqueaba, permitiendo la entrada de Ca™ que activa la proteina CAMKII que interactia con
proteinas del citoesqueleto permitiendo cambios morfolégicos asi como la liberacién de
neurotransmisores, por otro el NGF activa a TrkA y porteriormente se activan proteinas como la
PKC, PI3K, Ras y Ac que activan a ERK el cual se transporta al nucleo para activar factores de
transcripcion para la sintesis de proteinas del citoesqueleto y como consecuencia la formacion de
nuevas espinas dendriticas asi como también receptores NMDA, AMPA y TrkA los cuales seran
transportados a las membranas de las nuevas espinas.
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9. CONCLUSIONES

La administracién crénica del BSS-4 en dosis de 1.5 mg/kg mejora la adquisicion y
recuperacion de la memoria evaluada en la prueba de reconocimiento de objetos.
La expresion del factor de crecimiento neuronal (NGF) aumenta en el hipocampo
de ratones tratados con BSS-4 de manera dosis dependiente.

El aumento de la expresion del NGF inducido por la administracion del BSS-4
promueve el aumento de la expresion del receptor TrkA en hipocampo de ratén.

El aumento de la sefalizacion del NGF podria ser la via mediante la cual el BSS-4

promueve la mejora del aprendizaje y la memoria.
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