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Resumen

La rata Taiep es un modelo de una enfermedad desmielinizante y su acrénimo deriva de los
principales sintomas motores que lo caracterizan: temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y paralisis.
El temblor es progresivo, de tal forma que aparece al mes de vida con alta frecuencia y disminuye
con la edad. La ataxia aparece a los dos meses de edad, los episodios de inmovilidad se inician a
los seis meses y muestran una maxima susceptibilidad entre los siete a los ocho meses de edad,
siendo mayor su incidencia en los machos que en las hembras. El efecto de taurina pudiera ser
controversial en la rata taiep, ya que por un lado pudiera disminuir la astrogliosis reactiva tipica de
la rata taiep, el proceso inflamatorio y el estrés nitrosativo, eventos que estan incrementados en la
rata taiep. Sin embargo, el déficit de las quimiocinas: CXCL1, CCR2, CCR5 vy el receptor CXCR4
ha sido descrito como uno de los principales mecanismos moleculares que desencadenan la
hipomielinizaciéon. En este trabajo se realiz6 la suplementaciéon de taurina (50 ppm, en agua de
beber) desde el dia E15 hasta los 8 meses de edad a ratas SD y taiep. Los animales desde edades
tempranas se evaluaron el aprendizaje y memoria por el laberinto acuatico de Morris al mes y
medio de edad y por el reconocimiento de objetos novedosos (NOR) a los dos meses de edad. Las
diferentes regiones cerebrales se le cuantifico los niveles de nitritos por el método de Griess, la
lipoperoxidacion por el método de Gerard-Monnier, las quimiocinas y factores de crecimientos
fueron determinados por su transcripto por RT-gPCR y la proteina por ELISA. La suplementacién
de taurina desde la gestacion tuvo un efecto neuroprotector en la rata taiep en las regiones que
presentan mayor desmielinizacion, disminuyendo el estrés nitrosativo (nitritos y lipoperoxidacién)
dependiente de la regién y de la edad, a través de la disminucion de las isoformas de NOS vy el
proceso inflamatorio (CCR2, CCL4, CCR5, CCR1, CXCL12), viéndose reflejado en una
disminucién en la respuesta al dafio por las enzimas antioxidantes (GPx y SOD) en el dia 15 de
edad, ademas promover la regulacién positiva del ARNm de IGF-1, asi como en la expresion de
CXCL1, CXCR4 y FGF2 en edades infantiles dependiente de la region, sin observarse un dafio en
los aspectos cognitivos en edades tempranas. Sin embargo, en la rata control, Sprague-Dawley, la
suplementacion de taurina desde la gestacion causé incremento la lipoperoxidacion y la
disminucién de SOD3 en corteza cerebral-hipocampo, y disminucién de factores de crecimiento
dependiente de la edad, viéndose reflejado en un déficit en los aspectos cognitivos de referencia

no espacial en edades tempranas.



INTRODUCCION

Las enfermedades hipomielinizantes/desmielinizante son un problema de
salud, que afecta la capacidad psicomotora de las personas, puede ser a causa de
infecciones, procesos isquémicos, metabdlicos y genéticos [Brinar V. 2011]. La
enfermedad desmielinizante se refiere a cualquier enfermedad del sistema
nervioso donde la vaina de mielina en los axones de diferentes tipos neuronales
se encuentra dafiada. Este afecta la velocidad de transmision de los impulsos
nerviosos a través de los axones de las neuronas, causando un déficit
sensoromotor, la cognicién, u otras funciones dependiendo en que estan
implicados los tractos nerviosos. Los estudios que se realizan sobre estas
enfermedades son a través de estudios post-mortem o en modelos animales
inducidos experimentalmente, que permiten estudiar estas enfermedades de forma

in vivo.

1.1 Enfermedades desmielinizantes

El término desmielinizacién describe una pérdida o una disminucion tanto
aguda como croénica de la cantidad de mielina, con relativa preservacion de los
axones. La mielina es una cubierta con multiples capas de membrana celular
compactada producida por oligodendrocitos en el sistema nervioso central (SNC) o
por células Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP), considerada un
aislante eléctrico que incrementa la resistencia y disminuye la capacitancia a
través del axon [Aggarwal et al. 2011], evitando las pérdidas de corriente eléctrica
regidas por la teoria de cable [Durand D. 1984]. Estas enfermedades donde existe
la perdida de mielina producidas por un agente o un dafio, deben distinguirse de
aguellos en los que hay un fallo para formar mielina, denominadas
dismielinizantes. A pesar de que los axones que se han desmielinizado tienden a
atrofiarse 'y, eventualmente, pueden degenerar. En las enfermedades
desmielinizantes se produce la degeneracion axonal como mecanismo primario y

la degradacion de la mielina es secundaria [de Velazquez, 2002].



La clasificacion de enfermedades desmielinizantes se realiza en base al agente
etiolégico, como puede ocurrir de manera genética, por agentes infecciosos, por
reacciones autoinmunes y por factores desconocidos [Love 2006].
1.1.1 Clasificacion

Las enfermedades desmielinizantes del SNC se pueden clasificar en varias

categorias en funcion de su patogenia:

La clasificaciébn de acuerdo a la patogénesis ofrece un marco conceptual que

puede ser util para el diagndstico preciso (Tab. 1) [Love, 2006.].

Table 1 Clasificacion de las enfermedades desmielinizantes en base a su patogenia

CLASE TIPO
Esclerosis Mdltiple: Clasica, Aguda,
Desmielinizacion debido a Neuromilitis Optica y Concéntrica
Procesos Inflamatorios Encefalomielitis Diseminada Aguda
Leucoencefalitis Hemorragica Aguda
Desmielinizacién viral Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva

Otras virales
Desmielinizacion causada por |Mielinolisis Pontina
trastornos
Metabolicos adquiridos Mielinolisis Extrapontina
Desmielinizacion por procesos |Hipoxia — Isquemia
hipoxico-isquémico
Desmielinizacion por Compresion Nerviosa del Trigémino
Compresion focal

Tomado de S. Love 2006

En las enfermedades del SNC el blanco del dafio se centra en la mielina y
en los oligodendrocitos dirigiéndose a una pérdida de mielina, dafio axonal y
degeneracion [Sabo & Cate 2013], existe un mecanismo de reparacion llamado
remielinizacion, en el cual los axones son provistos de una nueva capa de mielina
mas delgada mediante la generacion de nuevos oligodendrocitos maduros
[Franklin & Ffrench, 2008] protegiéndolos de la degeneracion y reparando la

conduccion y propagaciéon del potencial de accién.

Las células progenitoras de oligodendrocitos (por sus siglas en inglés

OPCs: oligodendrocyte progenitor cells) son una fuente enddgena para el



reemplazo de los oligodendrocitos [Franklin R.J. et al. 2002], adquiriendo el fenotipo
de oligodendrocito y posteriormente diferenciandose a oligodendrocito mielinizante, se han
descrito mecanismos moleculares que pueden estar regulando los procesos de
remielinizacion como son las vias de sefializacion para que se lleve a cabo la diferenciacion
y la maduracion de los oligodendrocitos, las cuales activan factores de transcripcion como
son Sox5/6 y Hes5 [Emery 2010], mientras que otras vias influencian la migracién como es
Sonic hedgehog (Shh) y que expresa los factores de transcripcion NKX6.1 y NKX6.2
[Briscoe J. et al. 2000]. Ademas del factor de crecimiento de fibroblastos (por sus siglas
en inglés FGF: fibroblast growth factor) y de la proteina 6sea morfogénica (POM) que
regulan la especificacién del destino de las OPCs [Vallstedt A. et al. 2005]. También en
los oligodendrocitos postmitoticos hay factores de transcripcion como NKX2.2, Olig
1/2, Sox10 y la proteina dedo de zinc 191 (Zfp 191) que se requieren para la
expresion de los genes de mielina, pero no para la adquisicion del fenotipo o
diferenciacion, a diferencia de Oligl, que participa completamente en la

diferenciacion [Emery 2010].

Una vez que se define la linea de oligodendrocitos durante el desarrollo, las
OPCs posteriormente migran y proliferan en todo el SNC [Armstrong R. et
al. 1991, Miller R.H. et al. 1997]. Esta migracion es regulada por moléculas de la
matriz extracelular [Frost E. et al. 1996] y por la quimiocina CXCL1 [Tsai H. et
al 2002], mientras que la presencia del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (por sus siglas en inglés PDGF: platelet derived growth factor) mejora su
respuesta proliferativa [Fruttiger M. et al. 1999], al igual que la sefalizacion del
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (por sus siglas en inglés IGF-1:
insulin-like growth factor) [Tsai H..et al 2002]. Las OPCs se detienen y maduran en
oligodendrocitos mielinizantes que dependen de la influencia de las sefiales
derivadas de los axones [Nave K.A. & Trapp B.D. 2008]. Estos oligodendrocitos
maduros expresan glicoproteina asociada a mielina (por sus siglas en inglés MAG:
myelin-associated glycoprotein), la proteina basica de mielina (por sus siglas en
inglés MBP: myelin basic protein), proteina proteolipidica (por sus siglas en inglés

PLP: proteolipid protein), la glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (por sus



siglas en inglés MOG: myelin oligodendrocyte glycoprotein) y otros [Miller R.H.

2002], necesarios para la formacion de mielina.

La mielina requiere de un remodelamiento de la membrana plasmatica del
oligodendrocito, puesto que ambos lados de la membrana deberan aproximarse lo
suficiente para compactar la vaina de mielina, generando un flujo de los
componentes intracelulares que favorece su extension, por tanto los
oligodendrocitos comienzan a extender sus prolongaciones, produciendo
galactosilceramida y sulfatido antes de sintetizar PLP y MBP [Aggarwal et al.
2011].

En estas enfermedades desmielinizante presentan procesos recurrentes de
desmielinizacion seguidos de remielinizacion, los cuales se encuentran
determinados por ciclos de activacion de los procesos inflamatorios. Estos
procesos se caracterizan por la presencia de infiltrados de células T
autorreactivas, muchas células mononucleares no patogénico-especificas y una

severa afectacion de la glia a nivel de SNC (Furlan et al. 2003).

El primer paso en el proceso de remielinizacion depende de las OPCs que
responden a estimulos inflamatorios derivados de la secrecion de factores por los
astrocitos reactivos y de la microglia activada, dentro de las lesiones
desmielinizadas [Franklin R.J. et al. 2002, Franklin & Ffrench, 2008]. Esta
respuesta a la desmielinizacibn se produce en dos etapas: 1) la etapa de
reclutamiento donde las OPCs proliferan y migran rapidamente hacia el area
desmielinizada; y 2) la fase de diferenciacion donde las OPCs reclutadas
maduran y se unen a los axones, restaurando las vainas de mielina [Armstrong
2007, Watanabe et al. 2002]. Sin embargo, el nimero de OPCs disminuye
gradualmente si la desmielinizacion es constante [Ludwin 1980], lo cual puede ser

una limitante de la remielinizacion.

La formacién de la nueva mielina puede ocurrir en areas de dafio, pero es
mas delgada y es menos funcional, es por ello que las investigaciones se enfocan
en producir el aumento de la capacidad del cuerpo para producir nueva mielina

funcional. Por lo que, hasta el momento no se cuenta con una cura para las



enfermedades desmielinizantes, el tratamiento generalmente consiste en disminuir
los sintomas o la velocidad de la desmielinizacion, de esta manera se mejorara la
calidad de vida del paciente. Existen pocos modelos de enfermedades
demielinizantes innatas y que no sean adquiridas, la rata taiep es un modelo
idoneo para investigar formas terapéuticas para disminuir o contrarrestar el dafio

en este tipo de enfermedades.

1.2 Rata taiep

La rata taiep es un modelo animal de enfermedades hipomielinizante-
desmielinizante, es una mutante de mielina de tipo autosémica recesiva, con un
sindrome motor progresivo caracterizado por: temblor, ataxia, episodios de
inmovilidad, epilepsia y paralisis, de los cuales deriva su acronimo, fue obtenida
por investigadores del instituto de fisiologia de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla [Holmgren et al. 1989]. El temblor se presenta entre los 20 y
30 dias de edad a nivel de la cola con alta frecuencia, disminuyendo con la edad.
La ataxia aparece a los 4 meses de edad donde son evidentes los cambios en la
cinematica de la marcha [Rocha et al. 2012] y los episodios de inmovilidad se
inician a los 6 meses; siendo su incidencia mayor en los machos que en las
hembras con un pico maximo entre los 8.5 y 9.5 meses de edad [Cortes et al.
2005], la epilepsia progresiva y la paralisis de las extremidades posteriores se

presenta después de los 12 meses de edad.

Cada uno de los sintomas se produce de manera progresiva a lo largo de la
vida de la rata, el temblor presenta una frecuencia con un pico maximo de 13.3 +
1.2 Hz al mes de edad, y el cual posteriormente va disminuyendo, donde el pico
maximo es desplazado a 10.5+ 0.9 Hz y un segundo pico aparece a los 5.7+ 0.6
Hz, el cual permanece constante y produce una clara oscilacion que modifica el
patrén de locomocion [Holmgren et al. 1989]. El temblor y la ataxia en conjunto
pueden ser signos cruciales de algunas enfermedades cerebelares, en la rata
taiep puede deberse a una alteracién en el posicionamiento de las células de

Purkinje en el cerebelo [Riboni & Luna 1993], asi como también a la alteracion de



la funcion de los canales de sodio en estas mismas células, encontrandose
incrementado los niveles de ARNm y la expresion de canales de sodio SNS/PN3
en la etapa adulta contribuyendo a la ataxia que se encuentra presente [Black et
al. 1999].

Otra de las caracteristicas clinicas del modelo taiep son los episodios de
inmovilidad ténica (Els), que se producen tanto de manera espontdnea como de
manera inducida al sujetar la rata de la cola o del torax [Cortes et al. 2005]; y
consisten en un estado repentino de inconsciencia, donde existe una pérdida de la
tonicidad muscular acompafada de bradipnea. Esta condicidbn persiste en
promedio unos 30 segundos, después los animales se recuperan
espontaneamente [Cortes et al. 2005].

Los reflejos de inmovilidad se refieren a un estado reversible de profunda
inmovilidad y una relativa incapacidad para responder a los estimulos del medio
ambiente [Klemm, 1971], cuyo estado puede ser inducido por diversos
mecanismos, recibiendo la terminologia de acuerdo al tipo de conducta de
inmovilidad: 1) conducta catatonia, es aquella que podria entenderse como una
respuesta al miedo o como estrategia de defensa que los animales presentan
cuando se enfrentan a un peligro inminente, 2) Cataplejia es otro de los términos
usado para referirse a la inmovilidad que es producida solo por manipulacion,
como lo es la sujecién cuando se ponen en decubito dorsal al sujeto, tambien
llamado inmovilidad ténica, reflejo de inmovilidad o inmovilidad fésica; debido a
gue este estado dura de pocos segundos a unos minutos [Klemm, 1971], 3) la
catalepsia, esta se induce farmacol6gicamente con drogas, en la cual la persona o
el animal permanece largos periodos en una sola postura, impuesta externamente,
una region cerebral involucrada para la induccién de estados catalépticos es el
sistema nigro estriatal, ya que se induce al administrar antagonistas
dopaminérgicos como el haloperidol, y puede bloquearse al administrar
canabinoides [De Ryck et al. 1980].

La rata taiep ha sido descrita como un modelo de narcolepsia-cataplejia,

debido a que durante los Els la corteza cerebral tiene una actividad eléctrica
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desincronizada, mostrando actividad beta con ondas de baja amplitud y alta
frecuencia (12-20hz), asociadas al ritmo theta del hipocampo [Prieto et al. 1991,
Cortes et al. 2005] y una clara disminucion del tono de la musculatura nucal
(hipotonia), o incluso ausencia del tono muscular (atonia) con caracteristicas
electrofisiolégicas del suefio del movimiento ocular rdpido (MOR) [Cortes et al.
2005]. A través de estudios electrofisioloégicos se ha demostrado que la mutante
taiep muestra ondas corticales anormales en forma de huso, las cuales se
presentan en todas las areas corticales [Prieto et al. 1991]. Ademas, las ratas taiep
se caracteriza por un ciclo desorganizado de suefio-vigilia con distribucion igual de
suefio MOR en las fases de luz y oscuridad del ciclo circadiano, que es diferente
respecto a las ratas Sprague-Dawley normales, que tenian mas suefio MOR en la
fase de luz [Cortes et al. 2005]. De hecho, la incidencia de los MOR se incrementa
en la taiep y se ha propuesto como indicador de desmielinizacion [Anch and
Laposky 2000]. Es por ello que la ausencia de movimiento, el cierre ocular y las
caracteristicas del electroencefalograma (EEG) llevaron a algunos autores a
sugerir que el IE puede representar un estado de suefio, similar al trastorno de
narcolepsia, caracterizado por episodios irresistibles de suefio que ocurren varias
veces al dia, separados por intervalos en los que el paciente puede estar alerta o
somnoliento, que puede ir acompafiado de cataplejia, el cual es una disminucién
repentina o pérdida de tono muscular ya sea generalizado o confinado a musculos
individuales [Cortes et al. 2005].

La rata taiep fue propuesta como un modelo adecuado para evaluar el
efecto de farmacos sobre los sistemas que podrian estar regulando los Els, como
son las vias dopaminérgicas, noradrenérgico, serotoninérgico y colinérgico sobre
los episodios de inmovilidad [Eguibar et al. 2006, Ita et al., 2009] inducidos al
sujetar a la rata taiep por la cola o el térax [Cortes et al. 1999; Eguibar et al. 2000].
Los episodios de inmovilidad (Els) en la rata taiep fueron aumentados a través de
agonistas adrenoreceptores alfa2 y antagonistas alfal, y disminuyendo los Els por
antagonistas alfa2 [Eguibar et al., 2006]. La frecuencia de los Els es reducida por

agonistas de los receptores de serotonina 5-HT 1A y 1B, asi como agonistas



serotonérgicos 5-HT(2A-2C). Sin embargo, agonistas dopaminérgicos D2
incrementan la frecuencia de cataplejias (Tabla 2) [Eguibar et a., 2010].

Table 2 Efecto de distintos farmacos sobre los Els inducidos por manipulacién en la rata

taiep
Droga na/kg Efecto en los Els

Prazosina Antagonista al 25-800 Incrementa

Cloridina Agonista a2 1-1000 Incrementa

Xilacina Agonista a2 1-1000 Incrementa
Yohimbina Antagonista a2 1-1000 Disminye
idazoxan Antagonista a2 2-2000 Disminuye
fluoxetina Inhibidor de racptura 1-1000 Disminuye
Quinpirole Agonista D2 3-100 Incrementa

Tomado de Eguibar 2010

Ademas, el EEG de la rata taiep, mostr6 una actividad caracteristica del
huso con una descarga en espiga y la frecuencia media en la banda teta (6-7 Hz)
[Cortes, et al., 2005]. Este tipo de descargas son similares a las observadas en las
crisis de ausencia descritas en seres humanos, en la rata taiep ha sido

considerado un signo caracteristico de la epilepsia del tipo de las ausencias.

1.2.1 Aspectos morfoldgicos

La rata taiep presenta una mutacion en el cromosoma 9, en donde se
propone el fallo de un gen en la region 5.9-cM alrededor de D9Rat44, entre el
teldmero y D9Rat88 [Li F.Y. et al. 2003]; alterando las proteinas asociadas a
microtUbulos, que con lleva al déficit en el transporte intracelular de las proteinas
necesarias para la produccién de mielina (hipomielinizacién), posteriormente
presenta una desmielinizacibn que es progresiva e incrementa con la edad,
dependiendo de la region cerebral. La principal alteracion celular reportada en la
rata taiep es la acumulacion de los microtubulos en el soma y sobre todo en las

prolongaciones distales de los oligodendrocito [Duncan et al. 1992], donde los




microtubulos se organizan con una orientacion de polaridad no uniforme, el 20%
de los microtubulos tienen sus extremos positivos dirigidos hacia el cuerpo celular
y aproximadamente el 80% tiene sus extremos positivos distales al cuerpo celular
[Lunn et al. 1997], interrumpiendo el transporte de las proteinas de la mielina
desde el soma celular hacia las vainas de mielina [Couve et al. 1997, Moller et al.,
1997], lo cual compromete su sintesis y su mantenimiento; ademas existe una
unién de los microtubulos con el reticulo endoplasmico (RE) de los
oligodendrocitos, constituyendo elementos transitorios que pueden impedir el
movimiento de proteinas hacia el cara cis del-aparato de golgi [Couve et al. 1997],
por lo que las proteinas que forman la mielina disminuyen progresivamente, ya
qgue los microtubulos desempefian un papel importante en la localizacion de la
proteina de mielina, el transporte del ARNm, y el trafico intracelular de
componentes membranosos (Brophy et al, 1993;. Kaley y Smith, 1994), ademas
que este déficit también es debido a una insuficiencia de la proteina asociada a
microtubulos (por sus siglas en inglés MAPs: microtubule-associated proteins),
cinesina, responsable del transporte de ARNm y proteinas desde el nucleo hacia
las prolongaciones de los oligodendrocitos, asi como un aumento de dineina, la

cual se encarga del transporte retrogrado [Song et al. 2003].

Estudios bioquimicos e inmunohistoquimicos han demostrado que en la
regiones del SNC existe una disminucién general de las principales proteinas que
forman la mielina: proteina basica de mielina (PBM), proteina proteolipidica (PLP),
2,3 -ciclo nucledtido-3-fosfodiesterasa (CNP) y la glicoproteina asociada a mielina
(MAG) que es la que se encuentra principalmente disminuida en comparacion con
las demas, junto con la MAG-L son dependientes de su transporte intracelular por
microtubulos y se ha observado que colocalizan en el citoplasma perinuclear del
oligodendrocito de la rata taiep [Moller et al. 1997; O"Connor et al. 2000], todas las
proteinas estan presentes en el SNC de la mutante, pero las cantidades se
reducen a niveles compatibles con la deficiencia general de mielina, esto debido a
la union de los microtabulos en el RE, lo que disminuye drasticamente la cantidad

de mielina principalmente a un 44% en el cerebro y 88% medula espinal de la rata
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taiep a los dos meses de edad en comparacion con el modelo control, y a los 12

meses de edad en el cerebro contiene solo el 9% de mielina [Moéller et al. 1992].

En la mutante mielina taiep, el inicio de la mielinizacion parece normal
durante la primera semana después del parto. Sin embargo, graves defectos
neuroldgicos se hacen evidentes después de la segunda semana postnatal (Lunn
et al., 1995). La mielinizacion en la mutante comienza al mismo que el tiempo que
en la rata normal. Sin embargo, en la rata taiep, la cantidad de mielina formada es
menor (hipomielinizacion) que la rata control, y después del mes de edad hay una
pérdida de mielina (desmielinizacion) desde cada regién del SNC. En contraste en
el sistema nervioso periférico se encuentra mielinizado de manera normal [Lunn et
al. 1997]. Es importante destacar que las alteraciones de la mielina no son
homogéneas porque los tractos blancos que son mielinizados por los
oligodendrocitos tipo I-1l y mielinizados tempranamente durante el desarrollo son
menos afectados, tales como las columnas ventrales o la parte cuneatus de las
columnas dorsales de la médula espinal. Por otro lado, las fibras mas afectadas
son de los oligodendrocitos tipo IlI-IV y que mielinizaron posteriormente, como la
via cortico-espinal en la médula espinal, o la parte gracilis de las columnas

dorsales y los nervios opticos [Lunn et al. 1997b].

El deterioro progresivo de la mielina en la rata taiep se demostr¢ a traves de
estudios de potenciales evocados sensoriales y electroencefalégraficos. En donde
las latencias prolongadas y las amplitudes reducidas de los potenciales evocados
auditivos, visuales y somatosensoriales se correlacionan con el proceso

desmielinizante [Roncagliolo et al. 2000; Eguibar et al. 2008].

De igual manera se caracterizo esta rata mutante de mielina por medio de
estudios electrofisioldgicos. Se analizaron las respuestas de los reflejos
monosinapticos en la preparacion neonatal de la médula espinal que nos permiten
analizar con detalle las respuestas mono y poli-sinapticas entre los aferentes del
huso del umbral alto (fibras la) y los motoneuronas alfa [Fuenzalida et al. 2004].
Ademas, de los potenciales postsinapticas excitatorio (por sus siglas en inglés

EPSPs: excitatory postsynaptic potentials) donde se demostré6 una transmision
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asincronica registrada en las motoneuronas alfa y la estimulacion aplicada por el
estimulo bipolar intralaminar [Bonnansco et al. 2004]. La transmision asincrénica
observada en la médula espinal podria ser un patrén comun de alteracion de la
actividad sinaptica en otras regiones del SNC, lo que se demostréo entre la
colateral de Schaffer y la region CA1 piramidal del hipocampo donde también se
encontré este tipo de transmision [Bonansco et al. 2002]. Con estos resultados
sugieren un componente presinaptico en esta alteracion de la funcion sinaptica,
debido a que los niveles mas altos de calcio extracelular indujeron un aumento de
las corrientes sinapticas asincroénicas, lo que sugiere que la asincronicidad es una
consecuencia de las alteraciones en los mecanismos presinpticos que regulan la
liberacion de glutamato [Bonansco et al. 2008]; asi como también se ha
demostrado que hay una sobreexpresion de receptores de glutamato en el
hipocampo, como son los receptores metabotropicos 1 y 5 (MGIuUR1/mGIuR5)
localizados de manera postsinaptica, mientras que los receptores metabotropicos
de glutamato 2 y 3 (mGIuR2/mGIuR3) pertenecientes al grupo Il y los receptores
de tipo 4, 6, 7 y 8 (mGIUR4/mGIUR6/mGIuR7/mGIuR8) del grupo lll se encuentran
de manera presinaptica [Bonansco et al. 2008]. Estas alteraciones producirian una
excitotoxicidad, sugiriendo una desregulacién entre axdn-glia, conllevando a un
incremento de la estimulacién de astrocitos [Perea & Araque 2007], produciendo
una astrogliosis reactiva, tal y como se lleva a cabo en la rata taiep [Ledn-Chavez
et al. 2002].

La desmielinizacién progresiva en la rata taiep ademas de las alteraciones
electrofisiolégicas, también cursa con alteraciones en el estrés nitrosativo e
inmunolégicas que contribuyen al dafio en el SNC. Se ha demostrado que en las
regiones de cerebelo y tallo cerebelar de la rata taiep existe un incremento de los
niveles de nitritos [Ledn-Chéavez et al. 2006], los cuales estan correlacionados con
el aumento en la expresion de las diferentes isoformas de sintasas de oxido nitrico
(NOS), como son la neuronal (NNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOs),
asi como también el aumento en los niveles del acido ribonucleico mensajero
(ARNmM) de estas enzimas [Ledn-Chavez et al. 2003; 2006]. EI aumento de la

expresion de las diferentes sintasas de 6xido nitrico fue dependiente de la region,
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en donde se observa que la nNOS se expresa mas en la capa granular y en los
astrocitos perivasculares, la iINOS tiene una mayor expresion en la capa granular
de las células de Purkinje, mientras que la eNOS es altamente expresada en los
astrocitos y en la glia de Bergman [Ledn-Chavez et al 2006]. La rata taiep
presentan un incremento de la produccién de NO, el cual ha sido asociado con el
aumento de la lipoperoxidacion y la apoptosis en el cerebelo y tallo cerebelar
[Soto-Rodriguez et al. 2012], que son de las regiones mas afectadas por la
desmielinizacion [Duncan et al. 1992]. De acuerdo a lo mencionado anteriormente,
el aumento de las isoformas de las sintasas de Oxido nitrico expresadas en las
células neuronales y gliales podria estar participando en la muerte de éste tipo
celular. Por otra parte, los estudios histopatologicos han demostrado zonas de
necrosis, mientras que los estudios inmunohistoquimicos contra Caspasa-3
revelan la presencia de células apoptéticas, mientras que el aumento en la
expresion de GFAP evidencian astrocitosis reactiva en todas las regiones del SNC
[Soto-Rodriguez et al. 2012].

Diversos estudios han demostrado que la astrocitosis reactiva durante el
proceso de hipomielinizacion-desmielinizacion en la rata taiep es dependiente de
la edad y de la regién cerebral, debido al aumento en el tamafio y no en el nimero
de estas células gliales [Krsulovic et al. 1999; Le6n-Chavez et al. 2001].
Observandose un aumento en la expresion de GFAP en la rata taiep en
comparacion con ratas Sprague-Dawley normales, y la cual también aumento con
respecto a la edad en las regiones del SNC evaluadas: cerebelo, tallo cerebelar,
hipotadlamo y corteza cerebral [Le6n-Chévez et al. 2001; Foote & Blakemore et al.
2005], sin mostrar diferencias en la expresién de GFAP entre ambos sexos [Foote
& Blakemore et al. 2005]. Por lo que, estos mecanismos de respuesta ante el dafio
neuronal se encontrarian impidiendo los procesos de remielinizacion. Ademas, la
activacion de astrocitos conlleva a un incremento del oxido nitrico, asi como un
incremento de la proteina y el ARNm de la sintasa de iINOS y de citocinas tal como
el factor de necrosis tumoral alfa (por sus siglas en inglés TNF-a: tumor necorsis
factor a), el cual también participa en la desmielinizacion (Leon-Chavez et al.,
2003).
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Ademas, existe una infiltracion de células de la microglia y macréfagos a
partir de los 6 meses de edad, y de la presencia de células CD4+ (linfocitos T
cooperadores), CD5+ (linfocitos T totales y timocitos) y CD8+ (linfocitos T
citotoxicos-supresores y células NK) [Ledn-Chavez et al. 2006] indicando la
participacion de la respuesta inmunoldgica periférica a partir de esta edad. Es
importante mencionar que en la mutante de mielina no ocurre una correcta
activacion de linfocitos y/o macrofagos, el cual cursa con un proceso
neurodegenerativo [Leon-Chavez et al. 2006], donde pueden existir mecanismos
tanto de dafio como de sobrevivencia, las cuales pueden ser reguladas de manera
directa por la participacion de las quimiocinas y factores de crecimientos, que se
asocian a los procesos inflamatorios y de sobrevivencia. En la rata taiep se ha
demostrado que uno de los principales mecanismos moleculares que con lleva a la
hipomielinizacion y a la desmielinizacion es el déficit de quimiocinas como son:
CXCL1, CCR2, CCR5 vy el receptor CXCR4 [Soto-Rodriguez et al., 2015] que
participan en los procesos de migracion, proliferacion y diferenciacion de los
OPCs.

La rata taiep es una mutante de mielina con larga vida, proporciona un
modelo Gtil para estudiar las consecuencias de la desmielinizacién parcial y los
mecanismos por los cuales las células gliales regulan la organizacion molecular y
la excitabilidad de las membranas axonales durante el desarrollo y la enfermedad
[Roncagliolo et al. 2006]. Con todo lo que se ha descrito en modelos que
representan enfermedades desmielinizante, se trata de proponer estrategias

terapéuticas para disminuir el dafio y mejorar la calidad de vida del individuo.

1.3. Quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas pertenecientes a la familia de las citocinas.
Se llaman de este modo debido a la capacidad que tienen para inducir la
quimiotaxis de células inmunoldgicas, son citocinas quimiotacticas [Luster 1998;
Luther & Cystre 2001]. Las quimiocinas presentan una serie de caracteristicas
estructurales comunes, tales como su pequefio tamafio o la presencia de cuatro

residuos de cisteina en regiones conservadas (Fig. 1), las cuales son clave para la
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construccion de su estructura tridimensional, y se han clasificado de acuerdo con
el nimero y el espaciamiento de los residuos conservados de cisteina en la
posicion N-terminal. Las quimiocinas son de bajo peso molecular (8-10 kDa), son
aproximadamente un 20-50% idénticas entre si, es decir, comparten homologia

de secuencia genética y de secuencia de aminoacidos [Murphy et al., 2000].

Three dimensional structure of chemokines
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Figura 1 Estructura de las quimiocinas.

Todas las quimiocinas comparten la estructura de llave griega que es estabilizada por puentes disulfuro entre
los residuos de cisteina (tomado de kohidai L. 2005).

1.3.1 Clasificacion de las quimiocinas

Los miembros de la familia de las quimiocinas se dividen en cuatro grupos
dependiendo de la distancia entre sus dos primeros residuos de cisteina; si tienen
dos cisteinas adyacentes (Cis-Cis) cerca de su extremo N-terminal, se denominan
quimiocinas CC o 8 quimiocinas; cuando las dos cisteinas estan separadas por un
aminoacido (cis-X-cis) se denominan quimiocinas CXC o a quimiocinas
[Fernandez et al., 2002], este grupo se subdivide en dos categorias: 1) aquellos
con una secuencia especifica de aminoacidos (o motivo) de acido glutdmico-
leucina-arginina (ELR) inmediatamente antes de la primera cisteina del motivo
CXC (ELR-positivo) y 2) los que no tienen un motivo ELR (ELR-negativo) [Bajetto
et al. 2001]. El tercer grupo de quimiocinas es conocido como C quimiocinas o y

guimiocinas, y es distinto de todas las quimiocinas ya que solo presenta dos
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cisteinas. Un cuarto grupo cuyos miembros presentan tres aminoacidos entre las
dos cisteinas y son llamadas quimiocinas CX3C o & quimiocinas (Tabla. 3)
[Fernandez et al., 2002; Bajetto et al. 2001].

1.3.2 Funciones

Las quimiocinas ejercen sus efectos biologicos a través de receptores de
superficie celular que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteina G de siete dominios transmembranales (GPCRs). La mayoria de las
quimiocinas se unen a varios receptores de quimiocinas y la mayoria de los
receptores de quimiocinas reconocen varias quimiocinas [Bacon y Harrison 2000].
La funcion de las quimiocinas a través de la union a sus diversos receptores es la
migracién y comunicacion de los leucocitos, y sea de manera fisiologica o
patologica [Lezama A. 2006]. Las quimiocinas regulan el trafico de células
inmunoldgicas y la recirculacion de leucocitos entre los vasos sanguineos, la linfa,
los dérganos linfoides y los tejidos, siendo este un paso importante en la
inflamacion aguda y crénica, por lo que un problema en la regulacién de la
expresion de las quimiocinas se asocia con condiciones de inflamacion crénica
[Feng, 2000; Murdoch & Finn 2000].

Ademas de su papel en el sistema inmunoldgico, las quimiocinas y sus
receptores pueden desempefiar un papel importante en los trastornos
neurodegenerativos y neuroinflamatorios en el SNC, varias patologias se asocian
comunmente con la liberacion de quimiocinas tales como la esclerosis mdltiple,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y la demencia asociada al
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), [Streit et al. 2001 , Vila et al. 2001 ,
Lee et al. 2002 , McGeer y McGeer 2004 , Cartier et al. 2005].
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Table 3 Clasificacion de quimiocinas segun la nueva nomenclatura

Nombre Gen Otro Nombre (s) Receptor

cc

CCL1 Scyal 1-309, TCA-3 CCR8

CCL2 Scya2 MCP-1 CCR2

CCL3 Scya3 MCP-1a CCR1

ccL4 Scyad MCP-1B CCR1, CCR5
CCL5 Scya5 RANTES CCR5

CCL6 Scyab C10, MRP-2 CCR1

CCL7 Scya7 MARC, MCP-3 CCR2

CCL8 Scya8 MCP-2 CCR1, CCR26, CCR5
CCL9/CCL10 Scya9 MRP-2, CCF18, MIP-1 CCR1

CCL11 Scyall Eotaxina CCR2, CCR3, CCR5
CCL12 Scyal2 MCP-5

CCL13 Scyal3 MCP-4, NNC-1, CKB10 CCR2, CCR3, CCR5
CCL14 Scyald HCC-1,MCIF, CKB1, NCC-2, CCL CCR1

CCL15 Scyals Leukotacctin-1, MIP-5, HCC-2, NCC3 CCR1, CCR3
CCL16 Scyal6 LEC, NCC-4, LMC, CKB12 CCR1,, CCR2, CCR5
CCL17 Scyal7 TARC, Dendrocina, ABCD-2 CCR4

CCL18 Scyal8 PARC, DC-CK1, AMAC-1, CKB7, MIP-4

CCL19 Scyal9 ELC,Exodus-3, CKB11 CCR7

CCL20 Scya20 LARC, Exodus-1, CKB4 CCR6

CCL21 Scya21l SLC, 6CKine, Exodus-2, CKB9, TCA-4 CCR7

CCL22 Scya22 MDC, DC/B-CK CCR4

CCL23 Scya23 MPIF-1, CKB8, MIP-3, MPIF-1 CCR1

CCL24 Scya24 Eotaxin-3, MIP-4a, IMAC, TSC-1 CCR3

CCL25 Scya25 TECK, CKB5 CCR9

CCL26 Scya26 Eotaxin-3, MIP-4a, IMAC, TSC-1 CCR3

CCL27 Scya27 CTACK, ILC, Eskine, PESKY, Skinkine CCR10

CCL28 Scya28 MEC CCR10

CXC

CXCL1 Scybl Gro-a, GRO1, NAP-3, KC CXCR2

CXCL2 Scyb2 Gro-B, GRO2, MIP-2a CXCR2

CXCL3 Scyb3 Gro-?, GRO3, MIP-2 CXCR2

CXCL4 Scyb4 PF-4 CXCR3B
CXCL5 Scyb5 ENA-78 CXCR2

CXCL6 Scyb6 GCP-2 CXCR1, CXCR2
CXCL7 Scyb7 NAP-2, CTAPIII, B-Ta, PEP

CXCL8 Scyb8 IL-8, NAP-1, MDNCF, GCP-1 CXCR1, CXCR2
CXCL9 Scyb9 MIG, CGR-10 CXCR3
CXCL10 Scyb10 IP-10, CGR-2 CXCR3
CXCL11 Scyb11 O-TAC, B-R1, IP-9 CXCR3
CXCL12 Scyb12 SDF-1, PBSF CXCR4
CXCL13 Scyb13 BCA-1, BLC CXCR5
CXCL14 Scyb14 BRAK, Bolekine

CXCL15 Scyb15 Lungkine, WECHE

CXCL16 Scyb16 SRPSOX CXCR5
CXCL17 Scyb17 DMC, VCC-1

C

XCL1 Scycl Lymphotactin o, SCM-1a, ATAC XCR1

XCL2 Scyc2 Lymphotactin B, SCM-13

CX3C

CX3CL1 Scydl Fractalkine, Neurotactin, ABCD-3 CXCR1

Tomado de Elias L. 2017
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En el sistema nervioso central, las quimiocinas son producidas por las
células endoteliales, astrocitos, microglia, oligodendrocitos y neuronas [Dorf et al.,
2000; Van der Meer et al.,, 2000], tanto en condiciones fisiologicas como en
condiciones patoldgicas, y ademas de intervenir como reguladores de los
procesos inflamatorios, regulan la migracion de células neuronales durante el
desarrollo [Bolin et al., 1998; Lazirini et al., 2000], como ya se han demostrado en
estudios in vitro que la regulacion de la proliferacion de astrocitos es mediada por
CXCL12/SDF-1 [Bajetto et al., 2001la], CCL5/RANTES [Bakhiet et al., 2001],
CCL2/MCP-1 y CCL3/MIP-1a [Rezaie et al., 2002]; por otra parte en la migracion,
proliferacion y diferenciacion sobre los oligodendrocitos intervienen quimiocinas
como CXCL12, IL-8, GRO-a y RANTES/CCLS5; y de igual manera CXCL12, IL-8,
RANTES son necesarias para el proceso de mielinizacion [Tsai H. et al., 2002;
Kadi et al., 2006].

1.3.3 Vias de sefializacién
La unién de las quimiocinas (ligando) con su receptor, desencadena la

activacion de diversas vias de sefializacion que llevan a la transcripcion de genes
tales como: factores de crecimiento, en respuesta a diversos estimulos. Una de las
principales vias de sefalizacion que se activa es la de fosfolipasa C, la cual lleva a
la generacion de inositol trifosfato y una elevacion transitoria en la concentracion
de Ca* citosélico; esta activacion también con lleva a la formacién de diacilglicerol
y una subsecuente activacion de la proteina cinasa C [Bokoch, 1995; Premack &
Schall, 1996]. Las quimiocinas activan multiples vias intracelulares, donde también
participan la via de fosfoinositol 3 cinasa (PI-3k) y la subsecuente activacion de
Akt; la proteina cinasa activada por mitdégeno (por sus siglas en inglés MAPK:
mitogen-activated protein kinase); una de las principales vias activada por las
qguimiocinas es la de cinasa regulada por sefal extracelular 1 y 2 (por sus siglas en
inglés ERK1/2: Extracellular signal-regulated kinases); también se llevan a cabo
activacion de vias como la fosforilacion de la cinasas asociadas al citoesqueleto,
cinasas de adhesion focal y la proteina tirosin cinasa 2 [Bacon & Harrison 2000;
Bajetto et al., 2001].
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Algunos patrones moleculares asociados a eventos de dafio o a patégenos
inducen la transcripcion de genes que codifican para citocinas y quimiocinas a
través de la activacion de la via de NF-kB, las citocinas inducidas estimulan a su
vez a las células cercanas para producir quimiocinas proinflamatorias,
amplificando asi la respuesta [Stamatovic et al., 2005; Evans et al., 2012] y todo
esto conllevando también a la expresibn de factores de crecimiento vy
reclutamiento de células madres que pueden favorecer el proceso
neuroregenerativo [Fortin et al., 2005; Ransohoff, 2009]; es por esto que se desea
conocer la participacion que tienen las quimiocinas y factores de crecimiento, que
se detallan a continuacion, en las enfermedades desmielinizantes, y como pueden
ser regulados por uno de los aminoacidos mas abundantes del cerebro llamado

taurina.

CXCL1 y su receptor CXCR2

La quimiocina CXCL1, también conocida como GROa o como proteina
estimulante de la actividad de crecimiento del melanoma humano; de manera
inicial se aislé de fibroblastos estimulados con factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), regula el crecimiento de los melanocitos y actia como
quimioatrayante para las células T y los neutrofilos [Robinson et al., 1998;
Baggiolini, 1998]. Puede tener 3 isoformas de esta proteina dependiendo del sitio
de corte en el proceso proteolitico que son: GROa 4-73, GROa 5-73 y GROa 6-73,
estos genes contienen una region promotora que es de tipo inducible y contiene
sitios de unién para promotores de la transcripcion como NF-kB, STAT1 y
CREBP [Amiri et al., 2008].

CXCL1 se une al receptor CXCR2, el cual activa vias de sefalizacion que
conllevan a cumplir funciones como regulacién del crecimiento, viabilidad y
motilidad celular, modula también la inflamacién, la angiogénesis, la recuperacion
de las heridas y causa un incremento de calcio intracelular [Tsai H. et al., 2002.
Vries et al. 2015. Devalaraja et al., 2000]. Ademas, regula el reclutamiento de
granulocitos hacia el SNC [Roy et al. 2012], por lo que su expresion se

correlaciona con la intensidad de la inflamacion [Glabinski et al. 1998].
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El receptor CXCR2, al cual tiene alta afinidad, se ha encontrado en las
OPCs en el cerebro y la medula espinal [Robinson et al., 1998; Nguyen & Stangel,
2001; Linder et al. 2008], neuronas [Horuk et al. 1997], microglia y astrocitos [Lee
et al., 2012],y a través de su activacion también promueve la oligodendrogénesis
en el SNC [Tsai H. et al.,, 2002; Wu et al., 2000], es decir promueve la
proliferacion, aunque por otra parte regula la migracion de los progenitores de
oligodendrocitos in vitro [Robinson et al., 1998] esto a través de la inhibicion de
PDGF [Tsai H. et al.,, 2002]. También se ha reportado que expresan durante la
gestacion, primordialmente entre la semana 19-22, tanto en los progenitores de
oligodendrocitos y la microglia/macrofagos activados, sugiriendo su participacion
en los procesos de mielinizacién en el cerebro [Filipovic et al., 2003]. Ademas,
CXCR2 disminuye la apoptosis en cultivos celulares de oligodendrocitos. En
conjunto, esto indica que en el SNC, la interaccion de CXCL1-CXCR2
posiblemente impide la apoptosis de los oligodendrocitos [Tirotta et al., 2011] y
controla el posicionamiento y la proliferacion de las OPCs en la médula espinal y
el cerebro desde el desarrollo a través de su accion reguladora sobre PDGF
[Robinson et al., 1998].

CXCL1 y CXCR2 se ha implicado en las Enfermedades desmielinizantes
como es Esclerosis multiple (EM), la expresion de CXCL1 por astrocitos reactivos
ha sido reportado en los bordes de la lesion, y mediciones de los niveles en suero
en pacientes con EM mostrando la regulacion positiva de CXCL8, lo que sugiere
un papel del sistema inmune innato, y mas especificamente CXCR2 en EM
[Glabinski et al., 1998; Lund et al., 2004].

CXCL12 y su receptor CCR4

CXCL12 o Factor derivado de células estromales (SDF), la proteina tiene 3
isoforma: SDF-1a, SDF-1B, and SDF-1y, las cuales surgen por el splicing
alternativo del ARNm [Gleichmann et al., 2000; Pillarisetti and Gupta, 2001;
Stumm et al., 2002]. Ademés, de SDF-1delta, SDF-lepsilon y SDF-1phi en el
humano [Yu et al., 2006,]. La isoforma SDF-1p3 se expresa selectivamente por las

células endoteliales de los microvasos cerebrales y podria estar implicada en la
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infiltracion cerebral de leucocitos portadoras de CXCR4, mientras que las
neuronas sintetizan ARNm de SDF-1a [Stumm et al., 2002].

La expresion de CXCL12 y su receptor CXCR4 se ha demostrado en
diferentes tipos de células del cerebro adulto incluyendo células endoteliales, glial,
y neuronas [Ohtani et al., 1998; Bajetto et al., 1999a; Lazarini et al., 2000; Stumm
et al, 2002; Heinisch y Kirby, 2010]. Estudios de hibridacion in situ demostraron
que la expresion neuronal de CXCR4 se encuentra en diferentes areas del
cerebro, principalmente en la corteza cerebral, globo palido [Banisadr et al., 2002],
nacleos hipotalamicos supradptico y paraventricular [Banisadr et al., 2003], el
hipotdlamo lateral [Guyon et al, 2005a], nucleo del tdlamo ventromedial y la
sustancia nigra (SN) donde CXCR4 se expresa en las neuronas dopaminérgicas
de la pars compacta [Banisadr et al., 2002], ademas, en las neuronas
GABAérgicas de pars reticulata ( Guyon et al., 2006 ), en el nucleo dorsal de Rafé
(en neuronas serotoninérgicos y no serotoninérgicos) [Heinisch y Kirby, 2010] y en
el cerebelo (donde se expresa tanto en las neuronas de Purkinje, células
granulares y en las fibras radiales gliales) [Ragozzino, 2002].

En el sistema inmune, la unién de CXCL12-CXCR4 induce la sefializacion a
través de varias vias divergentes que inician las sefiales relacionadas con la
quimiotaxis, la supervivencia celular y/o proliferacion, aumento en el calcio
intracelular, y la transcripcion de genes intracelular. CXCR4 se expresa en varios
tipos de células incluyendo linfocitos, células madre hematopoyéticas, células

endoteliales y epiteliales, y células cancerosas [Adler y Rogers, 2005].

En el SNC, CXCL12 es una quimiocina importante que juega un papel clave
en la neurogénesis [Ma et al., 1998; Zou et al., 1998; Lu et al., 2002] que controla
la orientacion axonal y el crecimiento de neuritas [Xiang et al, 2002; Pujol et al.,
2005]. CXCL12/CXCR4 han demostrado que regulan la migracion y la orientaciéon
de los procesos en las neuronas dopaminérgicas [Yang et al.,, 2013]. CXCL12
también juega un papel importante en la neuroinflamacion, como mediador local

de la respuesta inmunologica, asi como la atraccion de leucocitos los cuales se
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cree que migran a lo largo de una gradiente de concentraciébn de quimiocinas a

través de la barrera hematoencefalica a su destino [Engelhardt y Ransohoff, 2012].

La estimulacion de CXCR4 por CXCL12 activa las proteinas G sensibles a
toxina pertussis (PTX) que activan al menos dos vias de sefializacion distintas. La
primera via, involucrando PI-3K y ERK 1/2, se ha descrito en los astrocitos,
progenitores neuronales y neuronas corticales [Bacon y Harrison, 2000; Lazarini et
al., 2000; Bajetto et al., 2001; Bonavia et al, 2003]. La otra via consiste en la
fosfolipasa CB cuya activacion conduce a un aumento en el calcio intracelular en
astrocitos, neuronas corticales y células granulares del cerebelo, asi como en las
neuronas fetales y microglia [Bajetto et al., 1999b; Klein et al, 1999; Zheng et al,
1999]. El aumento en el calcio conduce a la activacion de la tirosina cinasa rica en
prolina (PYK2), que puede a su vez conducir a la activacion de ERK1/2. La
estimulacién de CXCR4 puede modular directamente a los canales ionicos de la
membrana plasmatica en las neuronas, en particular de los canales de calcio de
alto umbral [Guyon et al., 2008b], y esto podria también dar lugar a aumento del
calcio intracelular y la activacién de PYK2 [Lazarini et al., 2003].

La activaciéon de CXCR4 por CXCL12 aumenta la liberacion presinaptica de
neurotransmisores de GABA, glutamato y dopamina en particular en poblaciones
neuronales que se encuentran en la region CAl del hipocampo, células de
Purkinje y granulares del cerebelo [Guyon y Nahon, 2007; Bhattacharyya et al,
2008; Qu et al, 2008]. GABA a su vez puede bloquear los efectos de CXCL12,
esto podria representar una retroalimentacién negativa para la liberacion de
guimiocinas presinaptica. La activacion de CXCR4 en los astrocitos por la unién de
CXCL12 es una larga cadena de eventos intracelulares y extracelulares
incluyendo la liberacion de citocinas proinflamatorias: TNF-a y prostanglandinas

gue conducen a la liberacién de glutamato [Cali et al., 2008; Cali y Bezzi, 2010].

Con todo esto descrito, CXCL12 puede participar en los procesos
neuroinflamatorios, por lo que una inflamacion prolongada, produce mayores

niveles de CXCL12 incluso podria dar lugar a neurotoxicidad y neurodegeneracion
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[Gerashchenko y Shiromani, 2004], por lo que su regulacion es crucial en diversas

enfermedades neurodegenerativas.

CXCL13 y su receptor CXCR5

CXCL13 es una proteina quimioatrayente de linfocitos B, se identifico
originalmente en células del estroma en los foliculos linfoides [Ansel K.M. et al.,
2000; Foster R. et al., 1996]. CXCL13 no se expresa en el SNC sano, pero es
regulado positivamente en el cerebro y la médula espinal en condiciones
patoldgicas, tales como desmielinizacion autoinmune y el linfoma primario del SNC
[Bagaeva L.V et al., 2006; Smith J.R. et al., 2003]. CXCR5 es el receptor para
CXCL13 y se expresa en todas las células B y un subconjunto de células T en
sangre, tejido linfatico, y el liquido cefalorraquideo (LCR) [Kim C. et al., 2001;
Krumbholz M. et al., 2006]. En diversos estudios han demostrado que los niveles
de CXCL13 se correlacionan directamente con el nimero de células B en el tejido
cerebral [Krumbholz M. et al.,, 2006], de hecho, el éxito del tratamiento de
esclerosis multiple se asocia con una disminucion paralela de los niveles de
CXCL13 y el recuento de células B [Sellebjerg F. et al., 2009; Ljostad U. et al.,
2008; Fischer L. et al., 2009].

Esta quimiocina es expresada en forma patoldgica por células neuronales
de médula espinal después de la ligacion del nervio espinal, y es regulada
negativamente por el miRNA: miR-186-5p; mientras que su receptor se encuentra
mayormente en astrocitos y de forma parcial en neuronas espinales. La activacion
de receptores NMDA produce la regulacion negativa de miR-186-5p, que conlleva
al aumento en la expresion de CXCL13, el cual al activar el receptor CXCR5
produce la activacién rapida de células gliales como astrocitos mediante la via de
sefalizacion ERK, y la activacion microglial de forma tardia [B. Chun-Jiang et al.,
2016]. Con lo que se podria decir que CXCL13 es un regulador de las

interacciones neurona-glia en un proceso neuroinflamatorio.
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CCL2 y su receptor CCR2

La quimiocina CCL2, también conocida como proteina quimiotactica de
monocitos (MCP-1), es una de las quimiocinas vitales que controlan la migracion e
infiltracion de monocitos/macréfagos [Van Colllie et al., 1999]. CCL2 y su receptor
CCR2 son inducidos en diversos trastornos neurodegenerativos incluyendo la
enfermedad de Alzheimer, esclerosis mdultiple, y lesion isquémica cerebral. Pueden
ser producidas por una gran variedad de tipos celulares dentro de las que se
encuentran: células endoteliales, epiteliales, fibroblastos, musculo liso, mesangial,
monocitica, astrocitos y microgliales [Brown et al., 1992; Barna et al., 1994], ya
sea constitutivamente o después de la induccién por el estrés oxidativo, citocinas o
factores de crecimiento [Beall et al., 1996]. Se ha demostrado que CCL2 participa
en el desarrollo del SNC [Geppert, 2003], sin embargo una sobreexpresion de
CCL2 puede estar implicada en enfermedades, como EM [Sonrense et al., 2004],
artritis reumatoide [Hayashida et al., 2001] y arterosclerosis [kusano et al., 2004].

CCL2 media sus efectos a través de su receptor CCR2, y a diferencia de
CCL2, la expresibn de CCR2 es relativamente restringida a ciertos tipos de
células. Es importante sefialar que CCR2 tiene un papel doble y tiene tanto
acciones proinflamatorias y anti-inflamatorias. El papel proinflamatorio de CCR2
depende de células presentadoras de antigeno (APCs) y células T, mientras que
el papel antiinflamatorio de CCR2 depende de la expresion de CCR2 en células T
reguladoras. La sobreexpresiéon de CCL2 puede estar regulada por IL-1B, IL-6,
BDNF y particularmente por TNF-a [Milligan et al., 2003; Twining et al., 2004; Jung
et al., 2008].

CCL4 y su receptor CCR5

CCL4 también llamada proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-18), es un
factor multifuncional secretado por los linfocitos T y monocitos en un complejo con
MIP-1a; se expresa primordialmente en astrocitos reactivos en los cerebros de
pacientes con Alzheimeir, pero solo débilmente 0 no se expresa en cerebros
normales [Xia M.Q. na et al., 1998]. Es una quimiocina proinflamatoria que tanto

promueve la acumulacion de leucocitos en varias condiciones inflamatorias y
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contribuye a la inmunidad protectora contra el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) [Cocchi F. et al., 1995]. En conjunto con otras quimiocinas
como son: CCL3 (MIP-1a) y CCL5 (RANTES) inducen la migracion de la microglia
[Flynn G. et al., 2003]. CCL4 actua a través de la union con el receptor CCR5, la
cual produce el aumento de la activacion de la microglia y los astrocitos, por lo que
se sugiere que CCL4/CCR5 esté también implicado en los procesos
neuroinflamatorios. Los estudios de MIP-13 recombinante han demostrado que
esta proteina de longitud completa induce la sefializacién de Ca?* intracelular,
ejerce su actividad quimiotactica, e inhibe la infeccion por VIH-1 a través de la
interaccion con el receptor de quimiocina CCR5 [Cocchi F. et al., 1995; Verani A et
al. 1997].

Receptor CCR8

CCRS8 es el receptor para la quimiocina CCL1, pero también es capaz de
interactuar a través del ligando CCL4. Se ha reportado que tanto CCL1 y CCR8 es
altamente expresado en el SNC de ratones con encefalomielitis autoinmune (EAE)
y esta regulacion es totalmente contingente sobre la expresion de TNF-a por la
infiltracion de leucocitos [Fischer F.R. et al., 2000; Godiska R. et al., 1995]. La
microglia fue la fuente celular primordial de CCL1 en cerebros de ratones con
EAE, lo que sugiere una sefalizacion autOcrina de estas células a traves de
CCR8. Los receptores CCR8 se encontraron expresados en macrofagos
fagociticos y en la microglia activada, la cual se encontré correlacionado
directamente con procesos desmielinizantes activos en pacientes con esclerosis
multiple; la expresion en los macrofagos es transitoria, aumenta durante la

fagocitosis activa de mielina en lesiones de EM [Corinna T. et al., 2003].

Receptor CCR1

Es un miembro de la familia de los receptores de quimiocinas beta, que
pertenece a los receptores acoplados a la proteina G. Los ligandos de este
receptor incluyen CCL1, CCL3 (o MIP-1 alfa), CCL5 (RANTES o), CCL7 (o MCP-
3), y CCL23 (0o MPIF-1). Las quimiocinas y sus receptores, que median la

transduccion de sefiales son criticos para el reclutamiento de efectores de células
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inmunitarias al sitio de la inflamacién. Las quimiocinas CCL1, MIP-1a y RANTES
(reguladas en la activacion de células T) han sido implicadas en la artritis
reumatoide y la esclerosis multiple, sus efectos estan mediados a través del
receptor de quimiocinas CCR1, por lo tanto es por ello que es un objetivo
terapéutico primordial. La activacién del receptor CCR1 producida por MIP-1a o
RANTES provoca un aumento en la concentracién de Ca*" libre citosélico [Neote
K. et al., 1993].

1.4. Factores de crecimiento

Ademas de las quimiocinas que participan en los procesos inflamatorios y
de reparacion, también debe de haber la expresion de factores de crecimiento,

cuya funcion es llevar a cabo una adecuada reparacion celular:

Factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF-2)

En mamiferos hay 18 factores de crecimiento de fibroblastos (por sus siglas
en inglés FGF: fibroblast growth factor) (FGF1-FGF10 y FGF16-FGF23), los
cuales son agrupados en 6 subfamilias basados en la homologia de sus
secuencias y a sus diferencias filogenéticas [Itoh N. & Ornizt D. 2009]. FGFs son
considerados como factores paracrinos y conocidos por su funcién en la
organogénesis durante la embriogénesis [Fu L. et al., 2004], estas funciones las
realiza a través de la activacion de los receptores de FGF (FGFR) perteneciente a
la familia de receptores de tirosina cinasa [Mohammadi & Olsen S. 2005]; hasta el
momento se han determinado 4 diferentes receptores: FGFR-1 al FGFR-4, a los
cuales pueden unirse diferencialmente la mayoria de esta familia de factores
[Zechel et al. 2010].

FGF-2 es un potente factor angiogénico que puede estimular la
hematopoyesis y tener un importante papel en el desarrollo y funcién del SNC, la
cual determina la diferenciacién de las células neuroprogenitoras, y es expresada
principalmente por astrocitos, actuando sobre estas mismas ceélulas y sobre

oligodendrocitos [Rottlaender et al., 2011].
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FGF-2 junto con el factor de crecimiento epidermal estimula la proliferacion
de células neuroprogenitoras en cultivo [Temple S. & Quian X. 1995], y mediante
su interaccion con la neurotréfina 3 y el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF) promueve la proliferacion y diferenciacion en neurona y glia,
principalmente en el hipocampo del cerebro adulto, en respuesta a un dafio [Ray
J. et al., 1993; Shinichi Y et al.,, 2001; Vicario & Schimmang]. Por lo que, la
sobreexpresion de FGF-2 esta relacionada con el aumento de la neurogénesis,
facilitando la reparacion y sobrevivencia neuronal al inhibir la apoptosis [Molteni et
al., 2001].

FGF-2 regula la proliferacién de los oligodendrocitos durante el desarrollo
posnatal, inhibe la diferenciacion terminal e induce la proliferacién de los OPCs en
la etapa adulta, regulando asi también la remielinizaciéon [Mckinnon et al. 1990]. EL
FGF2 regula otras respuestas de los OPCs como la migracion y su diferenciacion
hacia oligodendrocitos mielinizantes, potenciando el mecanismo enddgeno de la
reparacion de mielina [Clemente et al., 2001; Murtie et al., 2005]. Pero de manera
contraria, niveles elevados de FGF-2 inducen una severa disrupcion de los
oligodendrocitos maduros y una marcada pérdida de mielina, ya que se ha
observado que la administracion de FGF-2 conlleva a una acumulacion aberrante
de oligodendrocitos inmaduros con un fenotipo premielinizante [Armstrong et al.,
20006]. Las funciones que se han descrito de FGF-2 son a través de la unién del
ligando con el FGFR-1, induciendo autofosforilacién del receptor sobre diversos
residuos de tirosina, que a su vez activa moléculas efectoras rio abajo, dirigiendo a
la activacién de la cascada de MAPK [Schlessinger J. et al., 2004]. Esta cascada
promueve la translocacion de MAPK hacia el nucleo, donde ellos fosforilan y

activan directamente proteinas especificas, incluyendo factores de transcripcion.

Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

El BDNF es el segundo miembro de la familia de factores neurotréficos,
promueve la sobrevivencia de una subpoblacion de neuronas ganglionares de la
raiz dorsal [Barder et al., 1982]. EI BDNF ejerce algunos de sus efectos biolégicos

mediante su unién y activacion del receptor trkB [Barbacid, 1994]. La expresion de
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BDNF puede alterarse a diversos estimulos tanto en estados fisioldgicos como
patologicos [Lindholm et al., 1994], teniendo efectos en la excitabilidad neuronal
[Scharfman et al., 2003].

BDNF y su receptor tienen una amplia distribucion en el SNC, pero es
particularmente elevada en el hipocampo, donde las fibras axonales de las células
granulares del giro dentado muestran inmunoreactividad a BDNF [Conner et al.,
1997]. BDNF esta asociado con vesiculas de terminales sinapticas [Fawcett et al.,
1997; Conner et al., 1997], que son el sitio principal para el almacenamiento del
neuropéptido y se libera desde las terminales nerviosas, apoyando asi la hipoétesis
del transporte anterégrado [Fawcett et al. 1997, 2000]. La evidencia indica que las
neurotrofinas son liberadas de forma aguda después de la despolarizacion
neuronal [Griesbeck et al., 1999; Mowla et al., 1999; Goggi et al., 2003].

Este factor neurotrofico tiene acciones en el desarrollo neuronal al tener
efectos sobre la morfologia dendritica [Horch & Katz, 2002; Tolwani et al., 2002], y
funciones de supervivencia y promotoras del crecimiento en neuronas, incluyendo
las del hipocampo y las neuronas corticales [Huang & Reichardt, 2001],. También
en los procesos desmielinizantes, la regeneracibn mejorada se asocié con
aumentos en la expresion neuronal de BDNF y su receptor trkB [Al-Majed A. et al.,
2000]

El BDNF ejerce efecto también sobre la transmisién singptica, mostrando un
aumento de la frecuencia de las EPSCs en cultivo de Xenopus [Lohof et al., 1993],
ademas de que la exposicion de BDNF a neuronas hipocampales produjo una
potenciacion de larga duracion de los impulsos aferentes a células piramidales del
hipocampo [Kang & Schuman, 1995]. La potenciacion sinaptica inducida por BDNF
puede producirse ya sea por una accion presinaptica (mediante la mejora de la
liberacion de glutamato) o postsinaptica (a través de la fosforilacion de receptores
a neurotransmisores) [Schinder & Poo, 2000]. Subsecuentemente, BDNF inhibe la
transmision sinaptica inhibitoria (GABAérgica) [Tanakaer et al., 1997; Frerking et

al., 1998; Wardel & Poo, 2003], tal vez en parte, a través de la modulacion de la
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fosforilacion del receptor GABAA [Jovanovic et al., 2004] o por la modulacién de
los co-transportadores de CI"y K* [Riviera et al., 2002].

BDNF aumenta el niamero de neuronas en el bulbo olfatorio, cuerpo
estriado y el tAlamo promoviendo la neurogénesis [Benraiss et al., 2001; Pencea et
al., 2001], a través de la activacion de vias de sefializacion como la MAPK vy la
PI3K [Barnabe-Heider & Miller, 2003].

Dado que BDNF parece estar implicado en la plasticidad sinaptica y su
papel en el aprendizaje y la memoria [Yamada & Nabeshima, 2003], debido a que
incrementa la expresién de BDNF en el hipocampo durante el aprendizaje [Hall et
al., 2000]; un déficit o Knockout de este factor o de su receptor disminuye la

capacidad del aprendizaje espacial [Minichiello et al., 1999].

Debido a la diversidad de funciones que cumple el factor neurotréfico, una
desregulacion de este puede estar implicado en enfermedades neurolégicas,
como la Epilepsia. BDNF ha sido implicado en la cascada de cambios
electrofisiolégicos y de comportamiento que se basa el estado epiléptico. El ARNm
de BDNF, asi como la proteina es regulado positivamente en el hipocampo por la
actividad epiléptica en modelos animales [Ernfors et al., 1991; Isackson et al.,
1991; Lindvall et al., 1994; Nibuya et al., 1995]. Mientras que la infusion de
agentes anti-BDNF en ratones [Binder et al., 1999b] o el uso de Knockout de
BDNF [Kokaia et al., 1995] o la sobreexpresion de trkB truncados [Lahteinen et al.,
2002] inhibe la epileptogénesis en modelos animales. Por el contrario, la
aplicacion directa de BDNF induce hiperexcitabilidad in vitro [Scharfman, 1997;
Scharfman et al., 1999], la sobreexpresiéon de BDNF en ratones transgénicos
conduce a ataques espontaneos [Croll et al., 1999] y la infusion intrahipocampal
de BDNF es suficiente para producir la actividad epiléptica in vivo [Scharfman et
al., 2002].

Por otra parte, en las enfermedades neurodegenerativas pueden deberse al
aportamiento insuficiente de factores neurotroficos, como lo es una disminucion de

BDNF [Murer et al., 2001] en el hipocampo en especimenes con la enfermedad de
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Alzheimer [Phillips et al., 1991; Ferrer et al., 1999], asi como también existe una
disminucién en la sustancia nigra en la enfermedad de Parkinson [Howells et al.,
2000]. Curiosamente, se ha reportado una incremento de BDNF en la enfermedad
de Huntington, que conduce a la perdida de la proteina de Huntington
(Huntingtina), y por tanto a la pérdida del soporte tréfico para las neuronas del
cuerpo estriado [Zuccato et al., 2001]. Con todas estas evidencias, observamos la
importancia que tiene BDNF en el desarrollo neuronal y la supervivencia celular;
ademas, de ser esencial en los mecanismos moleculares de la plasticidad
singptica, donde una disrupcidbn en sus niveles basales conlleva a estados

patologicos.

Factor de crecimiento semejante insulina tipo 1 (IGF-1)

IGF-1 es un factor neurotréfico que desempefia un papel decisivo en el
desarrollo y maduracion del SNC, como neuroprotector y neuroproliferativo [Russo
et al., 2005]. Tiene efectos potentes sobre la plasticidad sinéptica, la supervivencia
neuronal y la diferenciacion en el sistema nervioso [Rabinosvky, 2004; Benarroch,
2012]. La sefalizacion de IGF-1 es asociada con la morfogénesis celular y con lo
complejo y largo de la arborizacion dendritica neuronal [Jaworski J. et al., 2005;
Niblock M. & Brunso-Bechtold, 2000], ademas de estimular el crecimiento de los
axones de las neuronas [Ozdinler & Macklis, 2006], aunque no todas las neuronas
muestren la misma sensibilidad a IGF-1 [Scolnick J. et al.,, 2008; Hollis et al.,
2009], esta sefalizacion implica la activaciéon de la via PI3K/Akt, debido a unién de
IGF-1 con el receptor IGF-1 (IGF-1R), en las neuronas piramidales del hipocampo
embrionario [Laurino L. et al., 2005; Pfenninger K.H. et al., 2003; Bernis M. et a.,
2013]. Mientras que una activacion de ERK/MEK por parte de IGF-1 se ha
asociado a una sintesis local de proteinas y la regulacibn de genes de
transcripcion [Liu C. et al., 2012; Lonze B. et al., 2002], esto lleva a sugerir que el
efecto especifico dependera del tipo celular en el que actue.

En el cerebro adulto la expresién de IGF-1 es muy baja y solo en regiones
muy especificas, por lo que se considera que la mayoria de IGF-1 a nivel cerebral

tiene un origen periférico, ya que sus receptores son altamente expresados en las
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células que forma la barrera hematoencefélica (BHE) [Carro & Torres-Aleman,
2006], asi los niveles de IGF-1 en suero son muy altos [Adamis & Meagher, 2011]
y estan alterados en esclerosis lateral amiotrofica (ALS) y en esclerosis multiple
(EM).

IGF-1 también influye sobre el balance en la actividad cerebral de los
principales sistemas de neurotransmisores, ya que inhibe la liberacion de GABA, y
aumenta la liberacién de glutamato, asi el rango de excitacion en el hipocampo es
bajo cuando el nivel sérico de IGF-1 es bajo, esto reduce la plasticidad sinaptica
en el hipocampo, lo que sugiere que los niveles séricos de IGF-1 modulan la
transmision glutamatérgica [Aleman & Torres-Aleman, 2009]; su papel es crucial
en una amplia variedad de funciones a nivel del SNC.

Durante el desarrollo del SNC, IGF-1 se expresa primordialmente por las
neuronas y en menor medida por las células gliales. Ademas, promueve la
proliferacion, sobrevivencia y desarrollo de los oligodendrocitos [Ye & D Ercole
1999]. Se ha demostrado que se requiere de la sefalizacion de IFG-1 para la
formacion de mielina a través de su receptor, IGF-1R [D Ercole et al., 2002; Zeger
et al., 2007], conllevando a la activaciéon de la cascada de sefializacion PI3K/Akt,
como se menciond anteriormente, que también participa en la mielinizacion del
SNC vy la diferenciacién de los OPCs [Flores et al., 2008; Tyler et al., 2009]; una
sobreexpresion genera un incremento en el contenido de mielina (un 130% mas),
en el numero de oligodendrocitos y de sus precursores, incrementando también el
ARNmM de la PBM y PLP de 2 a 3 veces mas en cada oligodendrocito [Zechel et
al., 2010]. Con todo esto podemos observar que IGF-1 es un factor importante y
crucial durante el desarrollo, asi como, en la respuesta ante una alteracion del
SNC.

1.5 Estrés oxidativo/nitrosativo

Una de las causas por la gue puede ocurrir la desregulacién de quimiocinas
y factores de crecimiento, es debido al aumento del estrés oxidativo/nitrosativo el

cual produce activacion de vias de sefializacion que con llevan a la expresion de
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estas proteinas, que es caracteristico de las enfermedades neurodegenerativas,
es por ello la importancia del estudio de la produccion de especies reactivas, asi

como de las enzimas encargadas de su produccion.

1.5.1 Sintasas de 6xido nitrico
El 6xido nitrico (de sus siglas en inglés NO: nitric oxide) es una molécula

que regula diversas funciones como la neurotransmision [O Dell et al., 1991;
Schuman &Madison 1991] y tono muscular [Foérstermann et al., 1986], mediante la
estimulacién de guanilil ciclasa sensible a NO; regula la transcripcion de genes
[Khan B. et al., 1996; Gudi et al., 1999] y la traduccion del ARNm, por la union a
elementos sensibles al hierro [Pontopulos et al., 1995; Liu et al., 2002]; y también
puede producir modificaciones post-traduccionales de las proteinas, por ejemplo la
ribosilacion de ADP [Pozdnyakov et al., 1993; Brune B. et al., 1994]. Una manera
importante de inactivar el NO es a través de su reaccidén con el anion superoxido
(O2") para formar peroxinitrito (ONOQO’). Este compuesto puede causar dafio
oxidativo, nitracién y S-nitrosilacion de biomoléculas incluyendo proteinas, lipidos
y ADN [Mikkelsen R. et al., 2003; Lee et al., 2003].

El NO puede ser generado por tres diferentes isoformas de la enzima
sintasa NO; las que se conocen como: sintasa de 6xido nitrico neuronal (de sus
siglas en inglés NnNOS: neuronal nitric oxide synthase o NOS1), inducible (de sus
siglas en inglés INOS: inducible nitric oxide synthase o NOS2) y la endotelial (de
sus siglas en inglés eNOS: endotelial nitric oxide synthase o NOS3). Todas las
isoformas de NOS utilizan L-arginina como sustrato, el oxigeno molecular y fosfato
dinucle6tido adenin nicotinamida reducido (NADPH) como co-sustratos;
Dinucledtido de flavina-adenina (FAD), mononucledtido de flavina (FMN) y 5,6,7,8-
tetrahidro-L-biopterina (BH4) son cofactores para las 3 isoformas de NOS. Las
NOS actuan por la transferencia de electrones desde NAPDH, a través de las
flavinas: FAD y FMN en el dominio reductasa en el carboxil-terminal, al grupo
hemo en el dominio oxigenasa del amino-terminal. EI dominio oxigenasa también
se une al cofactor BH,4, al oxigeno molecular y al sustrato L-arginina. En el sitio

hemo, los electrones se utilizan para reducir y activar 0, y para oxidar L-arginina a

32



L-citrulina y NO, de igualforma las 3 isoformas se unen a calmodulina [Crane et al.,
1998; Alderton et al., 2001].

En la nNOS y eNOS, la unién al calmodulina es causada por un aumento de
Ca”" intracelular, mientras que en iINOS la unién a calmudulina es a bajas
concentraciones de Ca?* intracelular, debido a una estructura de aminoé&cidos
diferentes al sito de unién de calmudulina [Cho H. et al., 1992; Hemmens & Mayer
1998].

El NO formado por NOS puede actuar sobre una serie de enzimas diana y
proteinas. La via de sefializacion fisiolégica mas importante estimulada por NO es
la activacion de la guanilil ciclasa soluble y la generacion de GMP ciclico.
[Forstermann et al., 1986; Furchgott et al., 1984; Garthwaite J., 1991].

Sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS)

La nNOS se expresa constitutivamente en neuronas, astrocitos y microglia
[Zhou & Zhu, 2009]. La actividad enzimatica se regula por Ca?* y calmudulina. La
localizacion subcelular diferencial de nNOS podria contribuir a sus diversas
funciones. Ademéas de tejido cerebral, nNOS se ha identificado por
inmunohistoquimica en la médula espinal, en los ganglios simpéticos y de las
glandulas suprarrenales, asi como en el musculo liso vascular [Forstermann et al.,
1994]. En los mamiferos, la mayor fuente de nNOS en términos de masa de tejido

es el musculo esquelético [Forstermann et al., 1994; Nakane M. et al., 1993].

Se ha demostrado la importancia de nNOS en una variedad de eventos de
sefializacion sindptica, ya que ha sido implicado en la modulacién de las funciones
fisiol6gicas tales como el aprendizaje, la memoria y la neurogénesis [Zhou & Zhu,
2009]. En el SNC, se encarga de la regulacion a largo plazo de la transmisién
sinaptica, también llamada potenciacion a largo plazo (de sus siglas en inglés LTP:
long-term potentiation) [O'Dell et al., 1991; lzumi Y. et al.,, 1992; 1993]; hay
evidencia que los inhibidores de NOS afectan el aprendizaje y producen amnesia
en modelos animales [Holscher & Rose, 1992; Bohme et al., 1993]. EI NO formado

en el SNC por nNOS también esta implicado en la regulacion central de la presion
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arterial [Togashi H. et al., 1992; Elkarib et al., 1993], ya que un bloqueo de la
actividad de nNOS en el bulbo raquideo y el hipotdlamo provoca una hipertension
sistémica [Toda N. et al., 2009]. El 6xido nitrico producido por nNOS en los nervios
nitroxidérgicos puede ser visto como un neurotransmisor inusual que estimula la
adenilato ciclasa sensible a NO en sus células efectoras, disminuyendo asi el tono
de los vasos sanguineos [Forstermann U., 2000], con lo que podriamos decir que
NNOS juega un papel importante en la regulacion del tono vascular, independiente

de los efectos que tiene en el SNC.

La sefalizacién incrementada de NO puede contribuir a una variedad de
patologias neurodegenerativas tales como la excitotoxicidad observada después
del accidente cerebrovascular, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheirmer y
enfermedades de Parkinson [Steinert et al., 2010]. Una hiperactividad de NO,
estimulada por el flujo masivo de Ca®" dentro de las células neuronales, ha sido
implicado en la muerte neuronal mediada por receptores NMDA en la enfermedad
cerebrovascular [Lipton et al., 1993]. Los altos niveles de NO también pueden
producir agotamiento de la energia, debido a la inhibicion de la cadena respiratoria

mitocondrial y por consecuente la inhibicién de la glicolisis [Brown G., 2010].

Sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS)

La expresion de iNOS puede ser inducida por lipopolisacéaridos bacterianos,
citocinas y otros agentes. Aunque fue identificado principalmente en los
macrofagos. Una vez expresada, la iINOS se encuentra activa constantemente y
no es regulada por las concentraciones de Ca®* intracelular [Forstermann U. et al.,
1994; Forstermann U., 2000].

Cuando se induce en los macrofagos produce grandes cantidades de NO,
gue representan un principio citotoxico principal de estas células [Nathan & Hibbs,
1991]. Debido a su afinidad con el hierro unido a proteinas, NO puede inhibir
enzimas claves que contienen hierro en sus centros cataliticos; estos incluyen
enzimas dependientes de hierro-azufre (complejos | y II) involucrados en el
transporte de electrones mitocondrial, la ribonucleétido-reductasa, que es la

enzima limitante de la velocidad en la replicacion de ADN, y la cis-aconitasa, una
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enzima clave en el ciclo del &cido citrico [Nathan & Hibbs, 1991]. Las células no
inmunes también pueden ser inducidas por citocinas para liberar cantidades de
NO capaces de afectar células vecinas. In vivo, las células y el dafio tisular puede
estar relacionado con su propio radical de NO o en una interacciéon de NO con O™
conduce a la formacion de ONOO'". La gran mayoria de las lesiones inflamatorias y
autoinmunes se caracterizan por una abundancia de macréfagos y neutrofilos
activados, por lo tanto cantidades significativas de NO pueden ser secretadas por
las células, produciendo apoptosis en el tejido circundante [Fhsel K. et al., 1993;
Kréncke et al., 1991].

Sintasa de o6xido nitrico endotelial (eNOS)

La eNOS se expresa principalmente en las células endoteliales. Sin
embargo, esta isoenzima también se ha detectado en los miocitos cardiacos,
plaguetas, ciertas neuronas del cerebro y células epiteliales tubulares del rifion
[Forstermann U. et al.,, 1994; Foérstermann U., 2000]. Al igual que en nNOS,
calmudulina es activado por incremento de Ca®*. La eNOS sintetiza NO de manera
pulsatil, con el aumento de la actividad de eNOS se produce con un aumento de
Ca”" intracelular. Ca®* induce la unién de calmudulina a la enzima [Hemmens &
Mayer 1998]. Sin embargo, la eNOS también puede ser activada por estimulos
que no producen aumento de Ca®" intracelular, pero aun asi inducen una
liberacion de larga duracibn de NO. Esta activacion esta mediada por la
fosforilacion de la enzima [Fulton et al., 1999; Fleming & Busse, 2003]. La proteina
eNOS es fosforilado en varias serina (Ser), treonina (Thr), y residuos de tirosina
(Tyr). La fosforilacion de Serl177 estimula el flujo de los electrones dentro del
dominio reductasa de eNOS con lo que se aumenta su sensibilidad al Ca**, y
representa un mecanismo adicional e independiente de la activacién de la eNOS
[Fleming & Busse, 2003; McCabe et al., 2000]. Los estrogenos y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) inducen la fosforilacion de eNOS
principalmente a través de Akt cinasa Ser/Thr, la insulina probablemente activa
tanto Akt y la proteina activada por AMP cinasa (AMPK), la fosforilacion inducida

por bradicinina de Serll77 estd mediada por proteina cinasa Il dependiente de
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Ca®"/calmodulina (CaMKiIl), y la tensién de cizallamiento provoca la fosforilacién
principalmente mediante la activacion de la proteina cinasa A (PKA). Esto se ha
demostrado a través de knockout de Aktl en ratones [Schleicher et al., 2009].
eNOS es un regulador homeostatico de numerosa funciones
cardiovasculares esenciales, El NO derivado de la actividad enzimética de eNOS
dilata los vasos sanguineos mediante la estimulacion de la guanilil ciclasa soluble
y el consecuente aumento de GMP ciclico en las células musculares lisas [Ignarro
et al., 1986; Forstermann et al., 1986]. Esta isoenzima también regula la expresion
de genes implicados en la aterogénesis. El éxido nitrico disminuye la expresion de
la proteina quimiotactica; MCP-1 (CCL2), también puede inhibir la adhesién de
leucocitos a la pared del vaso, ya sea por interferir con la capacidad de la
molécula de adhesién de leucocitos CD11/CD18, para unir a la superficie de
células endoteliales o mediante la supresion de la expresion de CD11/CD18 en
leucocitos [Amdt H. et al.,, 1993; Kubes et al., 1991]. Ademas, controla la
proliferacion del musculo liso vascular [Garg & Hassid, 1989], estimula la
angiogénesis por el NO derivado de esta tipo de sintasa [Dimmeler & Zeither,
1999], asi como también produce la activacion de las células progenitoras
endoteliales [Aicher et al., 2003]. Es por esto que una alteracion en la expresion de
eNOS puede ser un factor de riesgo en patologias cardiovasculares, tales como la
hipertension, la hipercolesterolemia, la diabetes mellitus; que también se asocian

en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) [Mueller et al., 2005].

En contraste, tenemos a la taurina uno de los aminoacidos mas abundantes
en el cerebro que se encuentra regulando procesos como el estrés
oxidativo/nitrosativo, asi como los procesos inflamatorios que estan presentes en

diversas patologias..

1.6 Taurina

Taurina o acido 2-aminoetanolsulfénico (Fig. 3), es un acido sulfonico, el
cual deriva de la cisteina. Esta extensamente distribuido en tejidos animales y uno
de los aminoacidos mas abundantes en el cerebro de mamiferos [Hussy et al.,

2000]. La sintesis de taurina es realizada por medio de la enzima cisteina acido
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sulfirico descarboxilasa (CASD), en el cerebro fue primero identificada y
purificada [Wu, 1982] y localizada en el hipocampo [Taber et al. 1986], cerebelo
[Chan-Palay et al., 1982b] y la retina [Chan-Palay et al., 1982b; Chan-Palay et al.,
1982a; Wu et al.,, 1985]. Es distribuido en diversos tejidos a través de los
transportadores de taurina, los cuales se expresan casa uno de los tejidos
incluyendo la barrera hematoencefalica [Tamai et al., 1995]. Adem4s, la taurina
cumple la mayoria de los criterios como un neurotransmisor, debido a que la
molécula es liberada desde las neuronas de manera dependiente de calcio y
puede unirse a receptores postsindpticos especificos [Lin et al. 1985a; Wu and
Prentice, 2010].

O
I

S
HO™ \(\)\/\NH2

Figura 2. Estructura de taurina.

Similar a la de un aminodcido pero en lugar de tener un grupo carboxilo presenta un grupo sulfuro.

1.6.1 Funciones de la taurina
La taurina juega diversas funciones cruciales incluyendo modulacion de la

sefalizacion de calcio, osmoregulacion y estabilizacibn membranal, asi como
neuroproteccion [Hussy et al. 2000; Timbrell et al. 1995; Tanabe et al. 2010]. Sin

embargo, los mecanismos de accion de la taurina no han sido clarificados.

Neuroprotector

La taurina podria ser de gran interés por su alto potencial neuroprotector, ya
que previene la excitotoxicidad causada por glutamato, el cual es el mayor
neurotransmisor excitatorio en el SNC. Parte de este efecto lo realiza por la

prevencion de entrada de calcio en las neuronas a través de su accién sobre
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canales de calcio de tipo L, P/Q y N, y sobre los canales de calcio de tipo NMDA
[Wu et al. 2005]. ElI mecanismo por el cual taurina podria modular los canales de
calcio dependientes de voltaje puede involucrar la union a receptores
GABA/glicinérgicos, produciendo hiperpolarizaciéon. Taurina actia como un
agonista de receptores de GABA vy glicina, incrementando la duracion de la
conductancia del canal de cloro [Wu and Prentice 2010]. Ademas de la union a
estos receptores, se ha reportado que hay receptores especificos de taurina [Wu
et al. 1992]. En estudios previos han reportado que la taurina regula receptores de
glutamato permeables a Ca*" y a los canales de Ca** dependientes de voltaje de
manera dosis-dependiente.. A través de CaMKIl y de la activacion de las vias
intracelulares dependiente de PKA [Bulley & Shen 2010]. La taurina es también
importante para la regulacién del estrés osmaético, una respuesta celular que se
reduce a través de la accion de la taurina sobre el bloqueo de intercambiadores de
sodio/calcio, canales K (ATP), canales de calcio dependientes de voltaje y canales
de sodio de accion rapida [Takatani et al. 2004a]. Ademas de su accion sobre vias
glutamatérgicas y GABAérgicas, la taurina tiene la capacidad de incrementar la
liberacion de dopamina en los nucleos accumbes, por un mecanismo similar a la

via de etanol [Ericson et al. 2013].

Antioxidante

Por otro lado, ha sido demostrado que taurina es un regulador de los
niveles de la produccion de superéxido y de la fosforilacion 6xidativa ya que una
deficiencia de taurina resulta en estrés oxidativo en la mitocondria, a través de la
discapacidad de la cadena respiratoria. Ademas, de preservar la funcion
mitocondrial y prevenir la muerte celular apoptética mitocondrial [Sun et al. 2011],
también es capaz de reducir el estrés del reticulo endoplasmico (RE) en un gran
namero de sistemas neuronales, incluyendo cultivo de células PC12, cultivo
neuronal primario y en la linea celular de neuroblastoma humano. La taurina
ejerce su efecto neuroprotector en parte por la restauracion de la integridad de la
estructura y funcién del RE; el tratamiento con taurina bajo condiciones de estrés
oxidativo, excitotoxicidad o estrés hipoxico, resulta en una disminucion en los

niveles de expresion de proteinas apoptoéticas producidas por estrés del RE,
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Bax/Bcl2. [Pan et al. 2011; Pan et al. 2010]. Hay tres vias de sefializacion para el
estrés del RE, identificado por: proteina cinasa activada por componentes de ARN
de doble cadena (PKR) como son cinasas del reticulo endoplasmico (PERK),
factor de transcripcion activado 6 (ATF6) e IRE-1, de los cuales se ha demostrado
que taurina disminuye la expresion de ATF6 y de IRE-1, sin tener efecto sobre la
via de PERK, esto en cultivo neuronal primario [Pan et al. 2011]. Ademas de
aumentar la accion antioxidante celular; al incrementar la actividad de la
superoéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa [Taranukhin et al. 2010], asi

la taurina contribuiria a prevenir el estrés celular.

Anti-inflamatorio

Taurina también esta involucrada en la regulacion de los procesos
inflamatorios [Janusz M. & Ewa K. 2012]. Esta accion puede ser regulada
mediante la formacion de biomoléculas compuestas que son estructuralmente
similares a la taurina llamadas haloaminas de taurina, como es la cloramida-
taurina (TaucCl), la cual se forma por la condensacion de acido hipocloroso (HOCI)
con la taurina, y la bromoamina de taurina (TauBr) que se forma a partir de acido
hipobromoso (HOBr) que son producidos por los macrofagos [Gaut et al. 2001]; La
formacion de TauCl es la que atenua los efectos toxicos de HOCI/OCIl y es capaz
de inhibir la via de sefalizacién NF-kB, disminuyendo la expresion de citocinas y
quimiocinas que participan el proceso inflamatorio [Barua et al. 2001]. La
activacion de mediadores inflamatorios mediado por estrés nitrosativo, es un
importante factor de desordenes relacionados con la inflamacion. Especies
reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés ROS: reactive oxygen species) y
nitrégeno (por sus siglas en inglés RNS: reactive nitric species) son capaces de
causar dafilo a varios constituyentes celulares, tales como &acidos nucleicos,
proteinas y lipidos. Conllevando a la formacion de 8-hidroxildesoxiguanosina (8-
OHdG) y 8 nitroguanina, dos productos marcadores de la inflamacion, asi como
factores potencialmente mutagénicos [Yermilov et al. 1995; Ma et al. 2004].. Las
especies reactivas que producen el estrés celular, que dirigen al dafio y a la
muerte celular, son regulados por un sistema de defensa intracelular dirigidos por

enzimas antioxidantes tales como catalasa, superoxido dismutasa (SOD) [Silva et
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al. 2011] y glutation perdxidasa (GPX) [Sen et al. 1997], se ha demostrado que
taurina mejora la efectividad de este sistema antioxidante aumentando la
expresion de GPX y catalasa [Jang et al. 2009; Kim et al. 2010a], ademas de
disminuir la produccion del NO, a través de la disminucion de la expresion de
INOS, por la inhibicion de la via de sefializacion NF-kB mediada por TauCl en
células del musculo esquelético [Barua et al. 2001; Sugiura et al. 2013]. Ademas,
puede inhibir otros mediadores inflamatorios como: O,, TNF-qa, interleucinas,
prostaglandinas y enzimas proteoliticas incluyendo metaloproteinas (MMP)-1y 13
[Park et al. 1995; Kim et al. 1996; Marcinkiewicz et al. 1995, 1999; Kim and Kim
2005; Kim et al. 2007, 2010b]. La otra Haloamina de taurina, la TauBr ejerce
efectos similares a la TauCl como antiinflamatorio y propiedades antimicrobianas,
teniendo un efecto microbicida mayor [Gaut et al. 2001; Marcinkiewicz et al. 2006].

En un modelo de compresion de la médula espinal, en cual ocurre un dafio
produciendo la migracion de neutrofilos hacia el sitio lesionado, la taurina inhibe la
expresion de la citocina proinflamtoria IL-6 y desminuye la fosforilacion de STAT3
asi como la expresion de COX2 [Nakajima et al. 2010]. Ademas de disminuir
mediadores del proceso inflamatorio como lo es NF-kB, TNF-a, IL-13, iNOS y la
molécula de adhesion intracelular-1[Sun et al. 2012].

Antiapoptdtico

La taurina regula negativamente diversas moléculas que desencadenan
apoptosis, puede ejercer este efecto a través de moléculas intermedias que se dan
en la sintesis de taurina a partir de cisteina como son hipotaurina y thiotaurina, las
cuales pueden regular la respuesta leucocitaria e inhibe a la caspasa-3, con lo que
disminuye la apoptosis en neutréfilos, esto mediante la liberacion de grupos
sulfuros (H,S) [Capuozzo et al. 2013]. La taurina disminuye los niveles de Bax en
relacion a Bcl2 en cultivos de células neuronales expuestos a glutamato [Leon et
al. 2009]. Esto puede deberse a que la taurina disminuye el calcio libre intracelular
a través de la inhibicidén de diferentes tipos de canales de calcio [Leon et al. 2009]
y también por el incremento de niveles de calcio en la mitocondria [Taranukhin et
al. 2010]. También hay evidencias de que taurina actia sobre componentes

apoptoticos; disminuyendo la expresion de caspasa-3 y calpainas, atenua la
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expresion de caspasa-8 y caspasa-9 [Taranukhin et al. 2008; Leon et al. 2009],
ayudando asi a la disminucion del estrés mitocondrial y por lo tanto a la
disminucién de la liberacion del citocromo c, previniendo la activacion de la via de

las caspasas [Takatani et al. 2004b].

La taurina en modelos de isquemia cerebral puede proteger de manera
dosis dependiente, a través de mecanismos que incluye la regulacion positiva de

calpastatina y una regulacion negativa de calpaina y caspasa-3 [Sun et al. 2009],

1.6.2 Mecanismo de liberacion de taurina

Taurina tiene las mismas propiedades ya sea liberada tanto de forma
enddgena como exdgena [Saransaari and Oja 1998, 2000a], la liberaciéon basal de
taurina es significativamente mayor en ratones adultos, actuando como agonista
del desarrollo, sin embargo, la despolarizaciéon de la membrana a través de la
estimulacién de K+ y en condiciones de dafio celular aumenta la liberacion de la
taurina [Kontro and Oja 1987; Saransaari and Oja 1998]. Taurina es liberada en
las interneuronas e inhibe a las principales neuronas piramidales del hipocampo,
miembros del circuito excitatorio glutamatérgico [Taber et al. 1986]. La liberacion
de taurina es potenciada por la activacién de los receptores de neurotransmisores,
como es el recceptor GABAA, mientras que los antagonistas de los receptores
GABAg y GABA¢ disminuyen su liberacion [Saransaari and Oja 2000a], otro de los
receptores que participa en la potenciacion de la liberacién de taurina son los
receptores de adenosina A;, por lo tanto los agonistas de estos receptores
aumentan la liberacion de taurina durante el desarrollo de ratones y en ratones
adultos depresivos [Saransaari and Oja 2000b]. Uno de los mecanismos
principales por lo que se produce una mejora en la liberacion de taurina es a
través de la activacion de los tres receptores de glutamato ionotrépicos tanto en el
desarrollo como en la etapa adulta de ratones. Siendo mayor el aumento de la
liberacion de taurina en la activacion de los NMDA, comparado con los
AMPA/kainato, en la region del hipocampo y corteza cerebral [Magnusson et al.
1991; Saransaari & Oja 1991]. También se ha descrito la participacion de los
receptores de glutamato metabotropicos en la liberacion de taurina [Saransaari
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and Oja 1999a]. La activacion de los receptores NMDA, permiten la entrada
masiva de Ca’" a las células, lo que activa a las Sintasas de NO dependiente de
Ca®" [Bredt et al. 1992] produciendo un aumento en los niveles de NO, que a su
vez estimula la actividad enziméatica de la guanilato ciclasa soluble e incrementa la
produccion de GMPc [Schuman and Madison 1994], lo que aumentan la liberacion
de taurina en el hipocampo de ratén [Saransaari and Oja 2002].

1.6.3 Vias de sefalizacion mediadas por taurina

Ademas de actuar como un neurotransmisor, la taurina es capaz de
modificar la expresion de moléculas de sefializacion que intervienen en diversos
procesos tanto fisioldgicos como patolédgicos. En estudios realizados por Atsushi &
Toyoda, describe que una administracion de taurina en altas concentraciones (45
mmol/kg) a largo plazo (durante 4 semanas), produce un incremento en la
fosforilacidon de ERK1/2, Akt (Thr-308), GSK3pB (Ser-9), CREB (Ser-133) y CaMKII
(Thr-286) en el hipocampo. Estos cambios dependieron de la concentraciéon y del
tiempo de administracién. La Serotonina (5-HT) y el BDNF activan CREB que es
una molécula activada rio abajo por MAPK, los cuales juegan papeles importantes
en desordenes neuropsiquiatricos como la depresion [Tsankova et al. 2006]. Asi
pues el BDNF activa tanto ERK1/2 como a CREB, ambas moléculas son
reguladas positivamente por los antidepresivos, un efecto similar se observa con la

administracion crénica de taurina. [Galarreta et al. 1996].

1.6.4 Taurina en el desarrollo neuronal

La taurina ademas de actuar sobre receptores ionotropicos, también es
capaz de activar receptores metabotropicos que regulan una amplia gama de
mecanismos a través de segundo mensajeros intracelulares y vias sensibles a
proteina G, aunque no existe evidencia molecular directa de una via
metabotropica sensible a taurina [Wu et al. 2005]. Los efectos metabotrépicos de
taurina tienen un papel dual, mejorando la actividad de canales de K tardios y
dependientes de voltaje, mientras que suprime la actividad de los canales de Ca?*

dependientes de voltaje en las neuronas de la retina [Matthew J. et al. 2013].
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Los niveles adecuados de taurina en la etapa neonatal o embrionaria son
indispensables, en donde su concentracion excede a la de los otros aminoacidos
[Saransaari & Oja 2008], ya que lleva a cabo la maduracién del sistema nervioso,
particularmente actia como regulador central del sistema nervioso central debido
a que la taurina activa la via corticoestriatal, comportdndose como un ligando de
los receptores de glicina [Chepkova et al. 2002]. Durante el desarrollo del sistema
nervioso, GABA es excitatorio, y taurina podria tener un rol critico como un
regulador de la excitabilidad neuronal, a través de la modulacion de calcio y de
este modo compensar la pérdida de la inhibicion neuronal mediada por el receptor
[El Idrissi and Trenkner 2004]. En contraste, la suplementacion crénica de taurina
en el agua de beber incrementa la excitabilidad cerebral en ratones, el cual ocurre
principalmente a través de la alteracion en el sistema GABAérgico inhibitorio
[L’Amorreaux et al. 2010]. Esta administracion induce una regulacion negativa de
la expresion de receptores GABA,, debido a una interaccién sostenida entre
taurina y receptores GABA,, donde taurina reduce la expresion de la subunidad 3
del receptor en la region del hipocampo [El Idrissi 2006]. También taurina puede
aumentar la expresion de las dos isoformas de GAD (65 y 67 kDa) y a la
somatostatina, asi como en el nimero de neuronas positivas a somatostatina, y
produce un incremento en la amplitud y duraciéon de las espigas de la poblacion
desde la CAl en respuesta a la estimulacion de la colateral de Schaefer. Estas
alteraciones especificas del sistema inhibitorio causado por el tratamiento de
taurina se oponen a los efectos producidos por el envejecimiento, sugiriendo un rol
protector en estos procesos, asi como en la memoria y el aprendizaje. Aungue en
multiples estudios se ha demostrado que la suplementacion de taurina en la etapa
perinatal y que continua a lo largo del desarrollo postnatal, puede retrasar el
aprendizaje posterior en la vida de animales sanos, debido a las interrupciones en
los periodos criticos y sensibles del desarrollo neurolégico [Franconi et al. 2004.
Suge et al. 2007]. también puede producir otras disfunciones cardiovasculares,
como hipertensiéon y diabetes mellitus [Aerts & Van Assche 2002]. Un exceso o

una deficiencia de taurina en la etapa neonatal puede producir alteraciones en el
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sistema nervioso central y en la funcion renal en animales adultos [Sawita et al.
2013].

Por otra parte, la taurina reduce la frecuencia y la amplitud de las corrientes
postsinapticas excitatorias (EPSCs), de las células ganglionares retinales,
reflejando la liberacion vesicular espontanea de glutamato desde las neuronas
presinapticas [Zheng et al., 2013], taurina suprime los eventos de liberacion de
glutamato presinaptica, por su accidén agonista que tiene taurina sobre receptores
que son permeables a CI, como son GABAa, hiperpolarizando la membrana
postsinaptica y ademas reduce la excitabilidad [Frosini et al. 2003, El Idrissi and
Trenkner 2004] y posiblemente exista un receptor especifico de taurina o actue
sobre un receptor metabotrépico, el cual también esté regulando este mecanismo
[Zheng et al., 2013].

Ademas de tener un efecto anti-excitatorio en edades adultas, taurina
también puede estar regulando la conducta motora, a través de su efecto agonista
sobre los receptores GABAA [Quinn and Miller 1992]. La coordinacién motora es
controlada por interacciones entre el area motora de la corteza pariental prefrontal,
ganglios basales y cerebelo [Rustay et al. 2003]. Los ganglios basales estan
involucrados en la ejecucion automatica de las tareas motoras aprendidas y en la
preparacion del movimiento [Afifi 2003]. Cuando las sefiales corticales son
recibidas y procesadas por los sistemas de los ganglios basales, la supresion de
los programas motores que compiten, se produce cuando el neurotransmisor
GABA inhibe los nucleos taldmicos, ya que éstos proporcionan el enlace entre los
ganglios basales y la corteza motora; motora suplementaria, premotora, prefrontal
y con la corteza limbica [Afifi 2003]. Por otro lado, cerebelo influye en los
movimientos, principalmente por la modificacion de los patrones de actividad de
las motoneuronas superiores situadas en la corteza cerebral. La principal funcion
del cerebelo es detectar la diferencia o error motor entre un movimiento intentado
y el movimiento actual, y a través de su influencia sobre las motoneuronas
superiores reduce el error de la ejecucion [Purves et al. 2008]. Ademas, el

cerebelo es el fundamental centro de procesamiento requerido para el aprendizaje
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de movimientos compuestos. El circuito cerebelar esta muy conectado en la
integracion sinaptica derivada de la inhibicion mediada por GABA. Por lo que, la
taurina podria regular la conducta motora a través de su unién con receptores
GABAérgicos, si ocurren cambios en el sistema GABAérgico, la administracion de

taurina puede ser un posible mecanismo compensatorio.

1.6.5 Taurina en enfermedades neurodegenerativas

En enfermedades como lo es la epilepsia, se encuentra un desbalance en el
contenido de aminoacidos, que se caracteriza por concentraciones bajas de
glutamato y taurina, y altos niveles de glicina [Guilarte 1989]. Efectos secundarios
inducidos por antipsicéticos como catalepsia, como resultado de cambios
complejos en una variedad de funciones de neurotransmisores estriatales
incluyendo glutamato y dopamina [Agovic et al. 2008]. la catalepsia es inducida
por haloperidol debido al aumento de la transmision glutamatérgica mediada por
NMDA, inhibicion de la transmision de dopamina mediada por D2, y sin cambios
en la transmisibn mediada por receptores de dopamina D1 en los ganglios
basales, siguiendo un tratamiento cronico de haloperidol [Agovic et al., 2008]. La
degeneracion de neuronas dopaminérgicas causa una disminucion en los niveles
de dopamina enddgena y de la actividad de tirosin hidroxilasa, ademas de
incrementar la densidad de los receptores D2 en el ganglio basal, conllevando a la
catalepsia. Diversos estudios reportan que la administraciéon de taurina puede
revertir los sintomas epilépticos [Junyent et al. 2011; Junyent et al. 2010, Lidsky et
al. 1995]; la elevacion del calcio en las neuronas esta fuertemente ligado a la
actividad convulsiva, la taurina al regular estas concentraciones de calcio
intracelular, disminuir4 la actividad epiléptica. Ademas, que taurina inhibe la
actividad CaMKII en el hipocampo, el cual podria estar también relacionado con su
efecto neuroprotector [Junyent et al. 2010], por la inhibicién principalmente de las
vias glutamatérgicas, disminuyendo la excitotoxicidad inducida por glutamato a
través de la activacion del receptor GABAA 0 receptores de glicina sensibles a
estricnina y por su efecto antagonista de los receptores NMDA [Yarbrough et al.
1981; Okamoto et al. 19834, b. Lidsky and Banerjee 1995].
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Basado en todos los antecedentes, la taurina por su habilidad para prevenir
apoptosis y de actuar como antioxidante es un agente terapéutico prometedor
para  diversos desordenes  neurolOgicos, incluyendo  enfermedades
desmielinizantes como: Esclerosis mudltiple, Enfermedad de Huntington;
Enfermedad de Alzheimer asi como para enfermedades cerebrovasculares. Es por
ello que proponemos evaluar si la administracion cronica de taurina en la rata taiep

tiene efecto terapéutico ante la desmielinizacion progresiva.
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JUSTIFICACION

La rata taiep presenta déficit en el proceso de mielinizacion vy
remielinizacion en el sistema nervioso central que aumenta a medida que avanza
la edad, al igual que se producen episodios de inmovilidad y catalepsia hasta
llegar a una paralisis. Ademas, el estrés nitrosativo se ve involucrado en el
proceso desmielinizante en un microambiente inflamatorio crénico. En este trabajo
se evalub el efecto terapéutico que tiene la administracion de taurina sobre la
patologia taiep. En estudios previos se ha mostrado que la taurina tiene un efecto
antioxidante ante el estrés nitrosativo, teniendo un efecto citoprotector. Por otro
lado se ha observado que la administracion de taurina en ratas diabéticas
disminuye la lipoperoxidacion generada por la glicocilacion de proteina (Agca et
al.,, 2014). La administracion cronica de taurina disminuye la degeneracion
inducida por el envejecimiento, mejorando la condicidon cognitiva ya que: 1)
incrementa la sintesis de neurotransmisores GABA y disminuye la
biodisponibilidad de glutamato, 2) incrementa la expresion de las isoformas 65 y
67 de GAD y la somatostanina, 3) en el hipocampo disminuye la expresion de la
subunidad B3 del receptor GABA, 4) incrementa el numero de espigas registradas
del CAl en respuesta del estimulo de la colateral de Schaefer, 5) incrementa la
facilitacion de pulsos pareados en el hipocampo; ademas también se ha
demostrado que 6) tiene un efecto anti-cataléptico debido a sus propiedades
agonistas de los receptores dopaminérgicos de tipo 2 (DRD2) e inhibidor de
receptores de glutamato (NMDA) [Lidsky et al. 1995].

En base a todos estos antecedentes se puede establecer que la
administracion crénica de taurina podria actuar como un agente antioxidante que
disminuya el estrés nitrosativo y la degeneracion en la rata taiep, proporcionando

una estrategia para disminuir el deterioro en la rata taiep.
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HIPOTESIS
La taurina tiene efecto neuroprotector en la rata taiep, disminuyendo el

estrés nitrosativo, la frecuencia y duracion de los episodios inmovilidad y

regulando la expresion de quimiocinas.

OBJETIVOS

4.10bjetivo General
e Evaluar el efecto de la administracion de taurina sobre aspectos cognitivos,

el estrés nitrosativo y la expresion de quimiocinas ratas taiep.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar si la administracion cronica de taurina tiene efecto sobre el
aprendizaje-memoria de referencia espacial en ratas taiep de mes y medio
de edad

e Evaluar si la administracion cronica de taurina tiene efecto sobre la
memoria de referencia no espacial en ratas taiep de dos meses de edad

e Evaluar si la administracion crénica de taurina disminuye la frecuencia de
los episodios de inmovilidad inducido por sujecién en las ratas taiep de 6 a
8 meses de edad

e Evaluar si la administracion cronica de taurina disminuye el estrés
nitrosativo de ratas taiep a los 15 dias, 1, 3, y 8 meses de edad

e Evaluar si la administracion cronica de taurina modifica la expresion de

quimiocinas en ratas taiep a los 15 dias, 1, y 8 meses de edad
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DIAGRAMA DE TRABAJO

SPRAGUE DAWLEY

taiep

CONTROL TAURINA 50 PPM
MADRES
CRIAS

| | 15 DiAS, 1 MES, 3
IES POR

MESES, 8 MESES
MORRIS NOR AGARRE

SACRIFICIO / EXTRACCION Médula,
Tallo, Cerebelo, Nuicleo, Corteza
|
ESTRES NITROSATIVO ELISA/qPCR ELISA/qPCR
Nitritos/lipoperoxidacion Quimiocinas Factores de crecimiento
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METODOLOGIA

6.1 Animales

Se utilizaron ratas taiep obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia, de
la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla (BUAP) como grupo problema y
como grupo control se emplearon ratas de la cepa Sprague-Dawley provenientes
del bioterio CINVESTAV-IPN. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (23 1 °C) y humedad (45 %2%), ciclos de luz-
oscuridad de 12 h. Alimento y agua se proporcionan ad libitum. Los animales se
sacrificaron evitando el sufrimiento, se realizO la extraccion de cerebros,
efectuando una diseccion de las regiones cerebrales: corteza, cerebelo, nucleos,

tallo y médula espinal.

6.2 Administracion de taurina

La administracion de taurina via oral se inici6 a las 2 semanas de gestacion,
administrada en el agua en una concentracion de 50 pg/L. administrandola de
manera diaria en el agua de tomar y posteriormente a las crias de la misma

manera.

6.3 Reconocimiento de objetos Novedosos (NOR)

Las funciones cognitivas se evaluaron a través del reconocimiento de
objetos novedosos (NOR) en las crias, se realiz6 en una caja de madera con
medidas de 60x60x60, donde se introdujo los objetos y a los animales midiendo la
diferencia del tiempo de exploracion (el periodo durante el cual el animal toca el
objeto con las patas delanteras a una distancia menor o igual a 1 cm) de un
objeto nuevo contra uno conocido. La prueba de NOR consta de 3 etapas: Dia 1.-
habituacién: se coloca el animal en la caja sin ningun objeto y se deja transcurrir
un tiempo variable (15 minutos) para que se familiarice con el entorno. Dia 2.-

Familiarizacion: A las 24 horas se realiza el entrenamiento, para lo cual se
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colocan dos objetos idénticos (objetos A) en distinta posicion y se deja el animal
en el interior de la caja durante 15 minutos, en los que se contabiliza el tiempo de
exploracion (T) y 3 horas después la memoria a corto plazo: se deja un objeto A
(que llamaremos objeto familiar) y se coloca en la otra posicidbn un objeto nuevo
(objeto B) anotando el tiempo de exploracion de los objetos familiar y nuevo. Dia
3.- Memoria a largo plazo: Transcurridas 24 horas desde el entrenamiento, se
mide la memoria a largo plazo, para lo cual se cambia el objeto B por un objeto

nuevo (C) y se sigue el mismo procedimiento [Ennaceur A. et. al., 1997].

6.4 Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuético de Morris consta de una tina circular (piscina de nado)
de un didmetro de 150 cm y una altura de 80 cm, la plataforma de escape mide
10 cm de didmetro por 40 cm de alto. La tina se llena con agua (19-22°C),
formando como referencia la plataforma, un centimetro arriba de esta, el agua se
opaca con dioxido de titanio, para asegurar que las ratas no vean la plataforma de
escape. La piscina de nado se encuentra dividida en 4 cuadrantes Norte (N), Sur
(S), Este (E), Oeste (O), mientras que en las paredes internas se colocan dos
dibujos, los cuales sirven de orientaciébn y ubicacién de la plataforma. Se
realizaron 4 ensayos por dia, uno en cada cuadrante, las ratas tuvieron 60
segundos (s) para encontrar la plataforma (tiempo de latencia), una vez que la
encontraron y se ubicaron en ella, se les dejo sobre la plataforma y se esper6 30
segundos para iniciar el ensayo en el siguiente cuadrante, siguiendo el orden de
N, O, S, E, durante 5 dias consecutivos. Siete dias después del Ultimo ensayo de
aprendizaje se evalud la memoria, para esto se realiza un solo ensayo durante 60
segundos desde el cuadrante mas lejano a la posicion de la plataforma,
contabilizando el nimero de veces que la rata pasa por el sitio donde se

encontraba la plataforma de escape, asi como el segundo en el que lo realiza.

6.5 Episodios de inmovilidad (Els) inducidos por agarre

Las pruebas se realizan en jaulas de acrilico (22 x 26 x 15 cm). Los Els

son causados por sujecion de la base de la cola (1-2 cm desde la cola) de la rata
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durante 10 segundos cada 5 minutos, la cual es la manera mas potente para
generar inmovilidades. Cuando no se produce la inmovilidad, el animal se pone en
la caja de observacion de nuevo. Si se produce un IE, la duracion y la latencia de
la inmovilidad se registra. Esto se realizé por 120 minutos cada 5 minutos. [Cortés
et al. 2005].

6.6 Determinaciones bioquimicas

6.6.1 Cuantificacion de proteinas totales
Las proteinas totales fueron cuantificadas por el método de Sedmak y

Grossberg (1977). Las regiones cerebrales de todos los grupos estudiados se
homogeneizaron mecanicamente en solucion buffer salina de fosfatos (PBS) pH
7.2 y se centrifugaron a 12500 rpm durante 30 min a 4° C. Del homogenizado se
tomé 1 pL vy se le adiciono 500 pL del reactivo azul de Coomasie al 0.06% y se
completé a 1 mL con agua destilada. El producto de reaccion se lee a 620 nm en
un espectrofotdmetro (Bio-Rad SmartSpect 3000). La concentracién de proteinas
se determina interpolando la densidad o6ptica de las muestras en una curva
estandar de albumina bovina (1 a 10 ug), la cual es determinada en paralelo con

cada ensayo.

6.6.2 Cuantificacion de malonildialdehido (MDA)
La peroxidacion lipidica es un mecanismo de dafio celular que se presenta

cuando existe estrés oxidativo. Algunos de los compuestos que se generan como
productos de este proceso son el malonildialdehido (MDA) y los 4-hidroxi-
alquenales (4-HDA). Se cuantifico estos componentes en los sobrenadantes de los
homogeneizados de las muestras por el método de Esterbauer y Zollner (1989).
La reaccion se realizo con 200 uL del sobrenadante afiadiendo después 650 pL de
solucion 1 (1-metil-2-naftil-indol a 10.3 mM en una mezcla de acetonitrilo:metanol
3:1) y 150 pL de &cido metanosulfonico. La mezcla de reaccion se agita
fuertemente, se incuba a 45° C durante 1 h y después se centrifuga a 3000 rpm
por 10 min. La absorbancia del sobrenadante se lee a 586 nm en un
espectrofotometro (smartspectr 3000, BioRad). Los valores de absorbancia se

compararon con los de una curva estandar preparada con MDA (1,1,3,3-
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tetrametoxipropano 10 mM; a concentraciones entre 0.5 a 5 mM) para calcular el

contenido de malonildialdehido y 4-hidroxialquenales en las muestras.

6.6.3 Determinacion de nitritos
La produccion de o6xido nitrico fue estimada a través del contenido del ion nitrito

en los sobrenadantes de las muestras utilizando el método de Griess. El reactivo
de Griess se compone de volumenes iguales de dihidrocloruro de n-1-
naftilendiamino al 0.1% disuelto en agua destilada y sulfamina al 1.32% disuelta
en acido acético al 60%. La reaccion colorimétrica de nitritos se inicio con la
adicion de 100 pL del reactivo de Griess a 100 pL del sobrenadante de las
muestras, la reaccion se ajusto a 1 mL con agua destilada. El producto de
reaccion se leyo en un espectrofotometro (Biorad SmartSpect 3000) a 540 nm. La
concentracion de nitrito se determina extrapolando la densidad o6ptica de las

muestras en una curva estandar de NaNO; (0.5 a 10 uM).

6.6.4 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

5 ug de proteinas totales del homogenado de las diferentes muestras se
completé a un volumen final de 100 uL con buffer de carbonato para sensibilizar
las placas de ELISA, y se coloco en cada pozo de la placa durante 24 horas a 4°C.
Posteriormente, los pozos se lavan con PBS-Tween 0.1%, los sitios inespecificos
se bloguean con albimina de suero bovino al 0.5% durante 20 min. Al término del
tiempo se lavd con PBS-Tween 0.1%, y se adiciono el primer anticuerpo (dilucion
1:500) para las quimiocinas durante dos horas a temperatura ambiente; los cuales
son producidos en conejo contra rata. Se lavd y se le adiciono el segundo
anticuerpo de cabra anti-IgG policlonal de conejo (dilucion 1:10000; Pierce
Technology Co.; Holmdel, NJ, USA), ambos anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa de rabano (2 h) (1:10000, Pierce Technology Co. Holmdel, NJ,
USA), se lava con PBS-Tween y se le adiciona el sustrato ABTS (15 minutos)
(acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbencil-tiazolina-6-sulfonico). Se lee la placa en un lector
de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm [Soto-Rodriguez et al., 2015].
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6.6.5 Extraccion de RNA total
Se extrajo el RNA total de 100 mg de tejido de cada una de las regiones

cerebrales, correspondientes al grupo control o problema, utilizando TRizol (1000
uL por cada 100 mg de tejido) [Chomzynski y Sacchi., 1987]. Las muestras fueron
incubadas por 5 min a temperatura ambiente, se agrega 200 pL de cloroformo por
cada 1 mL de TRizol, se agitdé vigorosamente 15 segundos y se incubo por 5
minutos a temperatura ambiente, se centrifuga a 12,500 rpm por 15 min a 4°C y se
separo la fase acuosa, se agrega 0.5 mL de isopropanol por cada mL de TRizol y
se mezcla por inversion, se incubo por 10 min a temperatura ambiente, se
centrifugo a 12,000 r.p.m. por 10 min a 4°C y se deseché el sobrenadante, se
agrega 1 mL de etanol al 75% por cada mL de TRizol, se lavo la pastilla con un
sélo golpe de vértex, se centrifuga a 7,500 rpm por 5 min a 4°C, se decantd y se
dejo secar, luego se suspenden las pastillas de RNA con agua grado biologia
molecular (GBM) y se colocan inmediatamente en hielo. El RNA se cuantifico por
espectrofotometria y se determin6 su pureza utilizando las relaciones 260 nm/280
nm en un nanodrop corroborando su integridad por electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefliido con bromuro de etidio.

6.6.6 Retrotranscripcion
El cDNA se obtuvo a partir de 5 ug de RNA total empleando el Kit de la

transcriptasa reversa Super Script Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen,
100 Unidades), afiadiendo por reacciéon 1ulL de Buffer de DNAsa y 1 uL de enzima
DNAsa, incubar 15 minutos a temperatura ambiente; posteriormente 1 yL de
EDTA y se incubo por 15 minutos a 65° C, se agregd 1 uL de Oligo (dT)x y 1 uL
de buffer de alineamiento e incubar por 15 minutos a 65° C, se afadi6
posteriormente 12 yL de mezcla de hibridacion (Mix de recaccion: 10 yL SSIlI: 2
ML) y se incubo por 50 minutos a 50° C para finalmente agregar 1 uyL de RNAsa H
e incubar a 37°C por 20 minutos, obteniendo asi el cDNA.

6.6.7 PCR en tiempo real
Para evaluar la amplificacion de cada gen se utilizaron sondas de hidrélisis

(Tagman) de donde los fluor6foros son liberados por la actividad exonucleasa 5°-

3" de la DNA polimerasa. Las sondas que se utilizaron para evaluar la
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transcripcion de los genes que fueron elegidas en la pagina de Thermo Fisher
Scientific, las cuales estan predisefiadas y aprobadas bajo cualquier condicion
(Tabla 4).

Las gPCR se realizaron en un volumen final de 5 pL, integrados con 2.5 pL
de 2X TagMan Universal Master Mix, 0.25 pL de Sonda y 2.25 pL de cDNA. Las
condiciones para la PCR fuerén: 10 minutos para la desnaturalizacion a 95°C,

seguido por 45 ciclos de amplificacion de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

Tabla 4 Lista de sondas tagman que se utilizaron en la PCR tiempo real

Gen Nombre del gen Assay

CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 o MCP1 Rn00580555 m1
CCR2 Chemokine (C-C motif) receptor 2 Rn01637698 sl
cCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 o MIP-1 Rn00671924_m1
CCR8 Chemokine (C-C motif) receptor 8 Rn02067284__ sl
CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 o SDF1 Rn00573260_m1
CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 Rn00573522_s1
CXCL13 Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Rn01450028 m1
CXCR5 Chemokine (C-X-C motif) receptor 5 Rn02132880 s1
nNOS Nitric oxide synthase 1 neuronal o NOS1 Rn00583793_m1
iNOS Nitric oxide synthase 2, inducible o NOS2 Rn00561646_m1
eNOS Nitric oxide synthase 3, endothelial o NOS3 Rn02132634 sl
IGF-1 Insulin-like growth factor 1 Rn00710306_m1
BDNF Brain derived neurotrophic factor Rn02531967_s1
VEGF Vascular endotelial growth factor Rn01511602_m1
GDNF Glial line-derived neurotrophic factor Rn01399572_m1l
NFG Nerve growth factor Rn01533872_m_1
GPx4 Glutathione peroxidase 4 Rn00577994 gl
SOD1 Superoxide dismutase 1 Rn006566938 m1
SOD3 Superoxide dismutase 3 Rn00563570_m1
NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of Rn01399572 mil

activated B cells
B-Actina Actin, beta

Tomado de https://www.thermofisher.com/order/tagman-files

Rn00667869_m1



6.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores fueron analizados por medio de estadistica paramétrica;
ANOVA con prueba Dunnet para comparar los diferentes tiempos contra el grupo
control SD y t de Student para comparar entre dos grupos experimentales en un
tiempo determinado, estableciendo el valor significativo a P < 0.05. Los valores
corresponderan al promedio + SEM obtenidos de al menos 3 experimentos

independientes analizados por triplicado.

Para qPCR se analiz6 la diferencia entre los grupos con respecto al control
sin tratamiento en cada uno de los ensayos. Las diferencias entre grupos se
determinaron con test t de Student no apareado. Todos los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA, EE.UU.). Valores P <0.05 se consideraron significativos. Andlisis de los

datos qPCR se realizé como indice de cambio (224
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RESULTADOS

Laberinto Acuatico de Morris

Los resultados sobre aprendizaje de referencia espacial muestran que la taurina
no modifico la latencia de escape en el laberinto acuatico de Morris, tanto en
machos como en hembras de ratas SD y ratas taiep al mes y medio de edad, (Fig.
3). La administracion cronica de taurina no modifica la memoria de larga duracion
(Fig. 4a, 4b) y el numero de veces (Fig. 4c, 4d) que pasa por la plataforma de
escape (sureste) en el séptimo dia 7 post-aprendizaje, en ratas macho y hembra
de SD y taiep cuando se comparan con su respectivo grupo control sin

tratamiento.
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Figura 3 Efecto de la administracion cronica de taurina sobre el aprendizaje.

Latencia de escape del grupo de ratas SD comparadas con el grupo de ratas taiep, sin tratamiento y las
suplementadas con taurina en machos (a) y hembras (b). Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05
ANOVA con post hoc de Dunns compara con el grupo control sin tratamiento, y ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la U de Mann-Whitney en cada grupo.
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Figura 4 Efecto de la administracion de taurina sobre la memoria.

Comparacién de la latencia de escape de ratas SD contra ratas taiep, con suplementacion de taurina y los
controles en a) machos y en b) hembras. Numero de cruces por el cuadrante sureste de cada uno de los
grupos comparados contra las ratas SD control en c) machos y d) hembras. Los valores representan la media +
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunns comparada con el grupo control sin tratamiento, y T P < 0.05
empelando la U de Mann-Whitney para comparar entre cada grupo.

Reconocimiento de Objetos Novedosos

Posterior a la evaluacion del laberinto acuatico de Morris, las ratas fueron
evaluadas en la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR), para
evaluar la memoria de referencia no espacial a corto plazo (MCP) y a largo plazo
(MLP).

Los resultados muestran que la suplementacién de taurina disminuyo la
memoria de corto plazo estadisticamente significativa en ratas macho SD del 18 +
5 %(P < 0.05) y en ratas hembra SD sin diferencias significativas en comparacion
con el grupo SD control, lo que indicaria que la suplementacion de taurina afecto a

las ratas SD el cual no recordaron el objeto antes explorado. Por otro lado, la
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suplementacién de taurina no afecto a la rata taiep, no mostrando tener diferencias

significativas ni con el modelo control SD y taiep sin tratamiento, (Fig. 5).

[ Memoria a corto plazo ]
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Figura 5 Efecto de taurina sobre la retencion a corto plazo en Reconocimiento de objetos novedosos.

Porcentaje de tiempo invertido sobre el objeto novedoso en la memoria a corto plazo entre las ratas SD y las
ratas taiep, control y las de suplementacion con taurina. a) machos y b) Hembras. Los valores representan la
media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con pos hoc Dunns comparada con grupo control sin tratamiento, y ¥ P <
0.05 empleando la prueba de la U de Mann-Whitney en cada grupo.

La evaluacion de la memoria a largo plazo o retencion a largo plazo, se
midi6é el tiempo invertido sobre un segundo objeto novedoso (OBN2) junto con el
objeto ya conocido (OB1), al igual que en la retenciébn a corto plazo hay una
disminucién estadisticamente significativa (P < 0.05) del 5.11+ 0.5 % en machos
SD suplementadas con taurina en comparacion con el control. Mientras que en los
grupos de la rata taiep control y con taurina, no se observa diferencias
significativas (P < 0.05) al compararlas con el grupo SD control (Fig. 6), diciendo
asi que la rata taiep presenta una retencion de la memoria a largo plazo de
manera adecuada a los 2 meses de edad, tanto en hembras como en machos, a
pesar de la patologia neurodegenerativa que presenta, y sin que la

suplementacién de taurina modifique estos procesos cognitivos.
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Figura 6 Efecto de taurina sobre la retencion a largo plazo en Reconocimiento de objetos novedosos.

Porcentaje del tiempo invertido sobre el objeto novedoso 2 (OBN2) entre las ratas SD v las ratas taiep, control
y las de suplementacién con taurina. a) machos y b) Hembras. Los valores representan la media + SEM. * P >
0.05 ANOVA con pos hoc Dunns comparada con grupo control sin tratamiento, y T P < 0.05 empleando la
prueba de la U de Mann-Whitney en cada grupo.

Episodios de inmovilidad

En este trabajo también se encontr6 que los machos presentan
significativamente (P < 0.05) un mayor numero de episodios, asi como el tiempo
de latencia con la que ocurren, que las hembras, mostrando un dimorfismo. Sin
embargo, podemos observar en el tiempo de latencia de los episodios de
inmovilidad que la suplementacion de taurina reduce estadisticamente significativo
(P < 0.05) desde 6 meses de edad hasta los 8 meses de edad, asi como el
namero de veces por que ocurren los episodios durante 120 minuto en los machos
taiep (Fig. 7).

60



[ Episodios de Inmovilidad ]

a) A 1 | b) - - macho control
_ 2 -# hembra control
o ":5' { -+ macho taurina
© 0 -+ hembra taurina
ko] 20' ; 4" *

: S|
© 3

c 0
b =

| 0 9]
B 10 3 2
- (]
3 0
=) = 5

04— T T 0 l l

Bmeses  Tmeses 8 meses Bmeses  Tmeses  8meses

Figura 7. Efecto de la administracion cronica de taurina sobre los episodios de inmovilidad (Els).

a) Duracién media de los Els en ratas taiep control en comparacion con las administradas con taurina entre
macho y hembra. b) Frecuencia media de los Els que ocurre en ratas taiep comparadas con las administradas
con taurina entre macho y hembra a partir de los 6 meses hasta 8 meses de edad. Los valores representan la
media + SEM *P < 0.05 ANOVA de dos vias con post hoc Tukey test comparando los factores de edad y
género, y T P < 0.05 empleando la prueba de la U de Mann-Whitney compara contra grupo control sin
tratamiento en cada grupo.

Estrés nitrosativo

Ademas, se evalué los niveles de nitritos y la lipoperoxidacion en diferentes
regiones cerebrales, los resultados en la rata macho SD en la médula espinal se
encontré un aumento de la lipoperoxidacion desde un mes de edad (103 + 30 %),
los nitritos solo aumentd a los 8 meses de edad (155.7 + 13 %), por otra parte la
suplementacion de taurina aumenta la lipoperoxidacion estadisticamente
significativa a los 15 dias (236 + 55 %) y 1 mes de edad (266 + 57), mientras que
los nitritos aumentan a los 8 meses de edad (370 + 39). De manera contraria, en la
rata macho taiep ocurre un estrés nitrosativo desde edades tempranas comparado
contra el grupo SD control, encontrando un aumento estadisticamente significativo
(P < 0.05) de la produccion de 6xido nitrico a los 15 dias (979 + 66 %) y a los 3
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meses de edad (70.6 £ 12.5 %) (Fig. 8a) y de la lipoperoxidacion (Fig. 8b) a los 15
dias (639 + 99 %) y a los 3 meses de edad (159 + 33 %) con respecto al grupo
control, en donde la suplementacién de taurina de manera contraria que en la SD,
disminuy6 el aumento de o6xido nitrico a los 15 dias y mes de edad, y la
lipoperoxidacion a los 15 dias de edad a valores similares al control. (Fig. 8). En
ratas hembras taiep existe el aumento significativo (P < 0.05) del estrés nitrosativo,
pero con menor intensidad que los machos, la taurina disminuyé significativamente
la produccion de nitritos a los 15 dias de edad a niveles aun menores que el grupo

SD control, pero sin presentar efecto sobre la lipoperoxidacion (Fig. 9).
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Figura 8 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en la Medula Espinal en ratas
macho

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en machos SD vy taiep, control y con suplementacién con taurina. Los valores representan la media +
SEM. * P > 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la region de tallo cerebral no se observé cambios en el grupo SD control
y con la suplementacion de taurina a través del tiempo. Sin embargo, en ratas
machos taiep se observé un aumento estadisticamente significativo del estrés
nitrosativo a los 3 meses de edad (276 £ 7 %) y un aumento de la lipoperoxidacion
a los 15 dias (78 + 10 %) y 3 meses de edad (46.6 £ 6). Las ratas taiep que fueron
suplementadas con taurina disminuyeron significativamente (P < 0.05) la
lipoperoxidacién en las edades que se presentd el aumento, siendo valores

similares al grupo SD control (Fig. 10).
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Figura 9 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en la Médula Espinal en ratas
hembra

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en hembras SD y taiep, control y con suplementacion con taurina. Los valores representan la media +
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Mientras que en ratas taiep hembras en la region del tallo cerebral solo
existe un aumento en la produccion de éxido nitrico al mes de edad (185 + 22 %),
sin presentar diferencias estadisticamente significativas en la lipoperoxidacion
(Fig.11).

Tallo Cerebral

a) 10 Nitritos b) 5 Lipoperoxidacion
2 0 @8 SD control
9 § 44 B SD taurina
% X 3 taiep control
T . .

€ £ (3 taiep taurina
5] S

z P

3 8

S 5

= o

> g

15 dias 1mes 3 meses 8meses 15 dias 1mes 3 meses 8 meses
Machos Machos

Figura 10 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Tallo cerebral en ratas
macho

Evaluacion de la concentracién de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en machos SD y taiep, control y con suplementacién con taurina Los valores representan la media
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 11 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Tallo cerebral en ratas
hembra

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en hembras SD vy taiep, control y con suplementacion con taurina. Los valores representan la media +
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la regién del cerebelo, el grupo SD control muestra un aumento del
estrés dependiente de la edad, donde la taurina no modifica este comportamiento.
En los machos taiep existe una disminucion de 6xido nitrico al mes de edad (214 +
12) y un aumento a los 3 meses de edad (342 + 37 %) estadisticamente
significativo, mientras que la lipoperoxidacion estd aumentada a los 15 dias (147 +
27 %), y 8 meses de edad (393 £ 24 %). La suplementacion de taurina disminuyé
significativamente (P < 0.05) en ratas macho los nitritos a los 3 meses de edad
(264 + 38 %) y la lipoperoxidacion a los 8 meses de edad (350 + 30 %) (Fig. 12).
En ratas hembra de igual manera que en los machos existe una disminucién
significativa del éxido nitrico al mes (285 = 58 %) y un aumento a los 3 meses de
edad (654 + 27 %), la lipoperoxidacion se encuentra aumentada significativamente
al mes (200 + 51 %) y 3 meses de edad (786.5 £ 183 %) (Fig. 13); la
suplementacién de taurina logra disminuir el estrés nitrosativo a los 3 meses de

edad, y la lipoperoxidacion solamente al mes de edad (Fig. 13).
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Figura 12 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Cerebelo en ratas macho

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en machos SD vy taiep, control y con suplementacién con taurina. Los valores representan la media +
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 13 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Cerebelo en ratas
hembra

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en hembras SD y taiep, control y con suplementacion con taurina Los valores representan la media +
SEM. * P< 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En los nudcleos, hay un aumento tanto de NO y de la lipoperoxidacion
dependiente de la edad en ratas macho SD control, pero habiendo por parte de la
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suplementaciéon de taurina un aumento estadisticamente significativo (P < 0.05) a
los 8 meses de edad de nitritos (421 + 44 %) y de la lipoperoxidacion (324 + 40
%); los machos taiep presenta un aumento de o0xido nitrico a los 3 meses de edad
(300 £ 24 %), mientras que la lipoperoxidacion se encuentra aumentada a los 8
meses de edad (1070 = 173 %) significativamente con respecto al control (Fig. 14),
siendo de las regidn que se afecta a edades mas tardias. Por otro lado, la
administracion de taurina reduce la produccion de nitritos y la lipoperoxidacién en
respectivas edades. En las ratas hembra control SD aumento significativamente (P
< 0.05) el NO a los 3 meses y 8 meses de edad, pero no se vio relacionado con un
aumento en la lipoperoxidacion. Mientras que en las ratas hembra taiep solo existe
un aumento de la lipoperoxidacion a los 3 meses, donde la suplementacion de
taurina disminuye significativamente (P < 0.05) la lipoperoxidacion a los 8 meses
de edad (Fig. 15).
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Figura 14 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Nucleos subcorticales en
ratas macho

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en machos SD vy taiep, control y con suplementacion con taurina Los valores representan la media +
SEM. * P < 0.05 ANOVA con pos hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 t de Student
para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 15 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacién en Nucleos subcorticales en
ratas hembra

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en hembras SD y taiep, control y con suplementacién con taurina. Los valores representan la media £
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En ratas SD machos en la region de corteza-hipocampo la produccién de
NO no se modifica a través de la edad, sin embargo, hay un claro aumento de la
lipoperoxidacién. La suplementacion de taurina, produce un aumento significativo
(P < 0.05) de la produccién de nitritos al mes (97.3 + 24 %) y 8 meses de edad
(133 £ 29 %) y de la lipoperoxidacion a los 15 dias de edad (347 + 30 %), al mes
de edad (199 *+ 27 %) y a los 8 meses de edad (1074 + 101 %) (Fig. 16), mientras
gque no se encuentran diferencias significativas en ratas hembras SD

suplementadas con taurina (Fig. 17).

En la corteza-hipocampo en ratas macho taiep existe una disminucién
significativa (P < 0.05) de nitritos a los 15 dias de edad (15.1 + 1.4 %) y una
disminucién de la lipoperoxidacion tanto a los 15 dias (66 + 13 %) y al mes de
edad (198 + 33 %) (Fig. 14) y a pesar de esta desregulacion, las ratas taiep no
presenta un déficit cognitivo; con la suplementacién de taurina estos niveles no
son modificados. De manera contraria en ratas hembra donde existe un aumento
del NO a los 8 meses de edad (85 + 18 %) y la lipoperoxidacion (348 + 13 %) a los

3 meses significativamente.
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Figura 16 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Corteza cerebral en
ratas macho

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en machos SD vy taiep, control y con suplementacion con taurina. Los valores representan la media £
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 17 Efecto de la taurina sobre el estrés nitrosativo y la Lipoperoxidacion en Corteza cerebral en
ratas hembra

Evaluacién de la concentracion de a) nitritos y b) malondialdehido (MDA\) a diferentes edades: 15 dias, 1, 3y
8 meses en hembras SD y taiep, control y con suplementacién con taurina. Los valores representan la media £
SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de
edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y
& P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Con todos estos resultados podemos observar el efecto antioxidante por
parte de la taurina, ya que disminuye la produccion de oxido nitrico, asi como la
lipoperoxidacién en las diferentes regiones y edades en la que se encontro
elevado el estrés oxidativo/nitrosativo en el modelo de la rata taiep. Pero
produciendo un efecto contrario en el grupo SD control, por lo que su efecto

dependera de las condiciones en la que se encuentre el organismo.

Por otra parte, se estudid en ratas macho la transcripcion de genes de
quimiocinas y factores neurotréficos en las regiones que se encuentran
involucradas en los procesos de ataxia y de los episodios de inmovilidad que son
el cerebelo y el tallo cerebral, respectivamente, las cuales son caracteristicas de la
patologia taiep, asi como también la regidén de corteza-hipocampo, involucrada en
diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, ya que se conoce que existe una
disminucién de quimiocinas y factores que se requieren para los procesos de
mielinizacion y remielinizacién ante la respuesta del dafio [Soto-Rodriguez et al.

2012]. Estos estudios se realizaron solo en ratas machos de cada grupo.

Los niveles de transcripcién de nNOs, donde observamos en el grupo SD
control, que los niveles de transcripcion se mantuvieron sin cambios con respecto
a la edad en la region de tallo cerebral y corteza-hipocampo, mientras que en el
cerebelo aumenté (4.8, P < 0.05) a los 8 meses de edad, la suplementacion de
taurina aumenté el transcrito a los 15 dias en cerebelo (1.6, P < 0.05), mas sin
embargo disminuyé para cerebelo (4.9 P < 0.05), tallo cerebral (0.8, P < 0.05), y
corteza cerebral (0.75, P < 0.05) los 8 meses de edad. La rata taiep presenta un
aumento (8.3, P < 0.05) a los 15 dias de edad solamente en la region del cerebelo,
ademas una disminucién significativa (0.8, P < 0.05) en la region de tallo cerebral
a los 8 meses de edad, y en la region de la corteza-hipocampo al mes (0.9, P <
0.05) y 8 meses de edad (1.2, P < 0.05), comparada con el grupo SD control (Fig.
18). La suplementacion de taurina solo disminuyo (77, P < 0.05) la transcripcion de

NNOS en la region de tallo cerebral a los 15 dias de edad.
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Figura 18 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de nNOS.

Evaluacién del transcrito de nNOS en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Otra de las sintasas evaluadas fue eNOS, donde de igual manera no existe
cambio significativo en la SD control a través de las edades evaluadas, pero
observando un aumento estadisticamente significativo al mes de edad por parte
de la suplementacion de taurina en el tallo cerebral (0.51, P < 0.05) y la corteza
cerebral-hipocampo (0.6, P < 0.05). En la taiep se obtuvo un aumento
estadisticamente significativo a los 15 dias de edad en las 3 regiones, tallo
cerebral (1.5, P < 0.05), cerebelo (17.5, P < 0.05), corteza cerebral-hipocampo

(1.16, P < 0.05), y un aumentd en la corteza-hipocampo al mes de edad (0.6, P <
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0.05) en la rata taiep, la administracion de taurina fue capaz de disminuir
significativamente los niveles del transcrito a los 15 dias de edad tanto en la region
de cerebelo (6.6, P < 0.05) como en la de tallo cerebral (2.2, P <0.05) (Fig. 19).
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Figura 19 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de eNOS.

Evaluacién del transcrito de eNOS en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Los niveles de INOS no se modificaron en el cerebelo en ninguna de las
edades, pero en la corteza disminuyeron significativamente a través de la edad. La
suplementacién de taurina aumentdé significativamente los niveles en el cerebelo a
los 15 dias (29.5, P < 0.05) y 8 meses de edad (7.7, P < 0.05), sin modificarlos en

la corteza-hipocampo. La rata taiep presenta una disminucién a los 15 dias en el
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cerebelo (0.9, P < 0.05) y en corteza-hipocampo (0.9, P < 0.05), mientras que en
el cerebelo se presenta un aumento significativo de la transcripcion al mes (15.5, P
< 0.05) y 8 meses de edad (45.6, P < 0.05) (Fig. 20). La administracion de taurina
es capaz de disminuir los niveles de transcripcion de iINOS en el cerebelo en el
tiempo en el cual se encuentran aumentados en la rata taiep. Mientras que en la
regidbn de corteza-hipocampo no muestra efecto alguno la suplementacion de

taurina en ninguno de los tiempos estudiados.

iNOS +
60 *
Bl sd control
% @ sd taurina
g" 404 =3 taiep control
s . X
s * ' t 30 taiep taurina
= &
2 0 ot
2 t &
& t
'm -.- [
O- T T
15 dias 1 mes 8 meses
Cerebelo
iNOS
1.5+
@l sd control
% Bl sd taurina
&o 3 taiep control
8 3 taiep taurina
]
3
[o]
[T

15 dias 1 mes 8 meses

Corteza-Hipocampo

Figura 20 Efecto de la suplementacién de taurina sobre la transcripcion de iNOS.

Evaluacién del transcrito de iNOS en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las edades
de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con pos hoc
Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 t de Student en cada
grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 t de Student para comparar el tratamiento en el grupo
problema.

Ademas observamos que los niveles de NF-kB aumenta significativamente de
manera dependiente del envejecimiento en la ratas SD control, principalmente en
la regién de la corteza-hipocampo, mientras que solo en el cerebelo a los 8 meses
de edad (5.1, P < 0.05) y sin presentar cambios en el tallo cerebral; la
suplementaciéon de taurina, disminuye estadisticamente los niveles a los 8 meses

de edad (4.7, P < 0.05) en el cerebelo y al mes de edad en el tallo cerebral (1.1, P
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< 0.05). Sin embargo, en la taiep se presenta un aumento estadisticamente
significativo de NF-«xb a los 15 dias de edad en las regiones de cerebelo (7.8, P <
0.05) y tallo cerebral (1.4, P < 0.05), en donde la administracion de taurina
disminuye significativamente en el transcrito a esta edad; sin presentar cambios en

los demas tiempos en ninguno de los grupos (Fig. 21).
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Figura 21 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcidon de NF-kB.

Evaluacion del transcrito de NF-kB en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media £+ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Al observar que existe un estrés oxidativo/nitrosativo en nuestro modelo
taiep el cual estaria produciendo un proceso inflamatorio, es de importancia
estudiar el mecanismo antioxidante que podria estar regulando estas alteraciones
y como la taurina podrian modificar la expresion de diversas enzimas
antioxidantes.

Los resultados muestran que existe un aumento en la transcripcion de
SOD1 en las SD control en el cerebelo a los 8 meses de edad (7.1, P < 0.05) y al
mes de edad en la corteza-hipocampo (0.65, P < 0.05), manteniéndose los
mismos niveles en el tallo cerebral, en este grupo la suplementacion de taurina
disminuye significativamente a los 8 meses en el cerebelo, mientras que el tallo
cerebral produce un aumento estadisticamente significativo (P < 0.05) en todas las
edades.

En la rata taiep en la region de cerebelo SOD1 aumenta significativamente
(3.5, P < 0.05) a los 15 dias de edad, pero disminuye a los 8 meses de edad (7, P
< 0.05), y en el tallo cerebral de igual manera al mes de edad (0.83, P < 0.05) (Fig.
22). La taurina disminuye el transcrito significadamente (P < 0.05) al mes de edad
en cerebelo a niveles similares al grupo SD control, pero aumenta en al mes de

edad en corteza-hipocampo y a los 8 meses en el tallo cerebral (Fig. 22).

SOD3 en la rata SD aumenta significativamente conforme aumenta la edad
en condiciones normales, en cada una de las regiones, mientras que la
suplementacién de taurina aumenta significativamente SOD3 a los 15 dias de
edad en el cerebelo (1.1, P < 0.05), pero disminuyendo el trascrito tanto en el tallo
cerebral (1.5, P < 0.05) y corteza-hipocampo (1.6, P < 0.05) al mes de edad (Fig.
23).
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Figura 22 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de SOD1.

Evaluacién del transcrito de SOD1 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Los niveles del transcrito para SOD3 en la rata taiep a los 15 dias de edad
se encuentran aumentados significativamente en la region de cerebelo (7.8, P <
0.05) y corteza-hipocampo (1.6, P < 0.05), y a los 8 meses de edad en la regién de
tallo cerebral (3.1, P < 0.05) y corteza-hipocampo (3, P < 0.05) (Fig. 23). La
suplementacion de taurina regula negativa a los 15 dias en las 3 regiones siendo
los niveles similares al grupo SD control, de igual manera regula de manera
negativa significativamente a los 8 meses de edad en el cerebelo (4.8, P < 0.05) y

corteza-hipocampo (0.9, P < 0.05).
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Figura 23 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcién de SOD3.

Evaluacién del transcrito de SOD3 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

El transcrito de GPx4 en el modelo control no tuvo diferencias en tallo
cerebral y corteza-hipocampo, mientras que en el cerebelo presento un aumento
del transcrito a los 8 meses de edad (5, P < 0.05), pero la suplementacién de
taurina produce un aumento estadisticamente significativo de GPx4 en el tallo
cerebral en cada una de las edades evaluadas, mientras que en cerebelo
disminuye significativamente (4.4, P < 0.05) a los 8 meses de edad. En la rata
taiep existe un aumento significativo a los 15 dias de edad, en las regiones de
cerebelo (1.02, P < 0.05) y tallo cerebral (1.44, P < 0.05), mientras que en la
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region de cerebelo a los 8 meses de edad existe una disminucion
estadisticamente significativa (3.3, P < 0.05), en la corteza-hipocampo aumento
significativamente (0.35, P < 0.05) al mes de edad. La suplementacion de taurina
no produce cambios en los niveles del transcrito, en ninguna de las regiones en el

grupo taiep (Fig. 24).
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Figura 24 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de GPX4.

Evaluacién del transcrito de GPX4 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Quimiocinas y Factores de crecimientos

Evaluamos el transcrito de diversas quimiocinas y el efecto que tiene la
taurina sobre su regulacion. CCL2 es una de las quimiocinas pro-inflamatorias que
puede estar mediando la activacion de la microglia, en nuestros resultados
encontramos que el transcrito de CCL2 no se modifica en ninguna de las regiones
y en ninguna de las edades, mientras que la suplementacion de taurina aumento
significativamente CCL2 en el cerebelo a los 15 dias de edad (4.9, P <0.05) y 8
meses de edad (5, P < 0.05), mientras que solamente se encuentra en el tallo
cerebral al mes de edad (0.5, P < 0.05). En la rata taiep un aumento
estadisticamente significativo a los 15 dias de edad en las regiones de cerebelo
(18.6 P < 0.05), tallo cerebral (5.4, P < 0.05) y corteza-hipocampo (1.2, P < 0.05),
manteniéndose en esta Ultima region el aumento al mes (2.4, P < 0.05) y los 8
meses de edad (5.4, P < 0.05). La suplementacion de taurina disminuye
significativamente los niveles de CCL2 a los 15 dias en el cerebelo (11.1, P <
0.05) y tallo cerebral (4.38, P < 0.05), (Fig. 25).

Receptor de CCL2, CCR2, donde de igual forma que su ligando no se
modifica en ninguna de las regiones en ninguna de las edades, pero habiendo un
efecto de la taurina donde aumenta significativamente al mes de edad en la region
de tallo cerebral (2.65, P < 0.05) y corteza-hipocampo (0.8, P < 0.05). En la taiep
presenta un aumento estadisticamente significativo en la transcripcién a los 15
dias de edad en la regién de cerebelo (13.25, P < 0.05) y tallo cerebral (5.4, P <
0.05), mientras que en la corteza-hipocampo existe una disminucién
estadisticamente significativa a los 15 dias (0.6, P < 0.05) y 8 meses de edad
(0.38, P < 0.05). Mientras que taurina regula el aumento de CCR2 solo en la
region de cerebelo (1.3, P < 0.05) a los 15 dias de edad, de forma contraria, en el
tallo cerebral produce un aumento significativo aun mayor (61, P < 0.05) en la rata
taiep (Fig. 26).
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Figura 25 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CCL2.

Evaluacién del transcrito de CCL2 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 26 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CCR2.

Evaluacién del transcrito de CCR2 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba
de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student
para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Los resultados obtenidos en el grupo SD control con respecto a CCL4
muestran solamente un aumento estadisticamente significativo (14.1, P < 0.05) en
la region de cerebelo a los 8 meses de edad, donde la suplementacién de taurina
disminuye estos niveles, sin embargo la taurina aumenta significativamente los
niveles de CCL4 en la region de tallo cerebral a los 15 dias (2.1, P < 0.05) y 8
meses de edad (2.5, P < 0.05) y en la corteza-hipocampo al mes de edad (1.1, P <
0.05). En la rata taiep existe un aumento significativo (P < 0.05) desde los 15 dias

hasta los 8 meses de edad en el tallo cerebral y corteza-hipocampo, donde la
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taurina es capaz de disminuirlo significativamente solo en la corteza-hipocampo a
los 15 dias (1.98, P < 0.05) y al mes de edad (3.2, P < 0.05). Sin observar cambios

en la region de cerebelo en ninguna de las edades (Fig. 27).
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Figura 27 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CCL4.

Evaluacién del transcrito de CCR4 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Podemos observar en el grupo SD control que el transcrito del receptor
CCR8 en la corteza-hipocampo disminuye significativamente desde el mes de
edad, sus niveles son casi cero, mientras que en las otras regiones no existe

cambio con respecto al grupo de 15 dias de edad; la taurina modifica los niveles
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del transcrito, solamente a los 8 meses en el cerebelo donde produce un aumento
estadisticamente significativo (19.7, P < 0.05). En la rata taiep un aumento
estadisticamente significativo a los 15 dias de edad de CCR8 en el cerebelo (16.5,
P < 0.05) y tallo cerebral (370, P < 0.05), manteniendo este aumento en el
cerebelo a los 8 meses (62.4, P < 0.05), y esta region es donde vemos un efecto
por parte de la suplementacibn de taurina la cual es capaz de disminuir
significativamente tanto a los 15 dias como a los 8 meses de edad. (Fig. 28). en la
corteza-hipocampo vemos un comportamiento similar al grupo SD control donde
hay una disminucion significativa en todas las edades, sin que la suplementacion

de taurina regule estos niveles.
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Figura 28 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CCRS.

Evaluacion del transcrito de CCR8 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media £+ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Se estudié también CXCL12, donde observamos que la transcripcion no se
modifico a través de la edad en ninguna de las regiones, pero la suplementacion
de taurina produce una disminucion significativa en el cerebelo a los 8 meses de
edad (2.6, P < 0.05) y la corteza-hipocampo (1.12, P < 0.05). Por otra parte, en la
rata taiep presenta un aumento en la transcripcion a los 15 dias de edad en las 3
regiones: tallo cerebral (1.56, P < 0.05), cerebelo (24.1, P < 0.05, y corteza
cerebral (1.4, P < 0.05), pero solo en corteza-hipocampo se mantiene al mes de
edad (2.9 P < 0.05); la suplementacion de taurina solo fue capaz de disminuir

estos niveles a los 15 dias en el tallo cerebral (Fig. 29).

Los resultados con respecto al receptor CXCR4 muestran de igual manera
que el ligando, no se modifica su transcrito a través de la edad en el cerebelo, tallo
cerebral y en la corteza-hipocampo, esto respecto al grupo SD control; donde la
suplementacion de taurina produce un aumento solamente en la regiéon de tallo
cerebral a los 15 dias (0.5, P < 0.05) y 8 meses de edad (0.51, P < 0.05) (Fig. 30).
En la rata taiep el transcrito de CXCR4 se encuentra aumentando
estadisticamente a los 15 dias de edad en el cerebelo (3.6, P < 0.05) y tallo
cerebral (1.5, P < 0.05), y permaneciendo solo en esta Ultima region un aumento a
los 8 meses de edad (0.57, P < 0.05), de manera contraria, en la corteza-
hipocampo existe una disminucién significativa a los 15 dias de edad (0.56, P <
0.05) y en el cerebelo a los 8 meses de edad (1.4, P < 0.05). Taurina regula
positivamente en el cerebelo a los 8 meses, mientras que en la corteza-hipocampo

a los 15 dias y mes de edad comparado con el grupo taiep control (Fig. 30).
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Figura 29 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CXCL12.

Evaluacién del transcrito de CXCL12 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Figura 30 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CXCR4.

Evaluacién del transcrito de CXCR4 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

El transcrito de CXCL13 aument6 en el grupo SD control a través de la
edad en la region de cerebelo, sin haber cambios en las regiones de tallo cerebral
y corteza cerebral-hipocampo; la administracion de taurina produce un aumento
significativo a los 15 dias de edad tanto en cerebelo (30.6, P < 0.05) como en tallo

(5.3, P < 0.05).
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Figura 31 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcién de CXCL13.

Evaluacién del transcrito de CXCL13 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la rata taiep, el transcrito de CXCL13 se encuentra disminuido
significativamente en la region del cerebelo a los 15 dias (0.98, P < 0.05) y al mes
de edad (51.8, P < 0.05), produciendo la taurina un aumento estadisticamente
significativo solo a los 15 dias de edad (46.3, P < 0.05); por el contrario, en el tallo
cerebral existe un aumento estadisticamente significativo a los 15 dias (2.1, P <
0.05) y 8 meses de edad (5.9, P < 0.05), donde la taurina produce un aumento aun

mayor en estos tiempos (Fig. 31).
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Con respecto al receptor CXCRS5 en las ratas del grupo control observamos
que la suplementacién con taurina produce un aumento significativo a los 8 meses
de edad en el tallo cerebral (17.4, P < 0.05), y en el cerebelo (1.5, P < 0.05).
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Figura 32 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CXCR5.

Evaluacién del transcrito de CXCR5 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la rata taiep existe un aumento estadisticamente significativo del
transcrito de CCR5 a los 15 dias de edad en el tallo cerebral (26.4, P < 0.05) y
cerebelo (30.9, P < 0.05), teniendo en esta Ultima region una disminucién

significativa (0.7, P < 0.05) al mes de edad, en esta edad de manera contraria en
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la region de corteza-hipocampo disminuye significativamente a través de la edad
similar al grupo SD control. La suplementacion de taurina a los 15 dias de edad
por un lado genera la disminucion significativa en el cerebelo (25.4, P < 0.05), pero
por otro aumenta significativamente en el tallo cerebral (179, P < 0.05) en

comparacion con la rata taiep control. (Fig. 32).

El transcrito de FGF2 en condiciones normales aumenté significativamente
conforme a la edad tanto en el cerebelo y la corteza-hipocampo, con la
suplementaciéon de taurina en las SD, aumenta el transcripto en el cerebelo a los
15 dias (3.7, P < 0.05) pero lo disminuye significativamente en la corteza-
hipocampo al mes de edad (3.1, P < 0.05). Mientras que en la taiep obtuvimos un
aumento significativo de FGF2 a los 15 dias de edad en las regiones de cerebelo
(28, P < 0.05), tallo cerebral (2.9, P < 0.05) y corteza-hipocampo (2.2, P < 0.05),
manteniendo un aumento significativo solo en la region de tallo cerebral a los 8
meses (1.5, P < 0.05), mientras que en cerebelo a esta edad existe una
disminucién estadisticamente significativa (35.3, P < 0.05); la suplementacion de
taurina aumento los niveles de FGF2 en esta region y tiempo. Ademas de regular

negativamente los niveles en la corteza-hipocampo a esta misma edad (Fig.33).
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Figura 33 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de FGF2.

Evaluacién del transcrito de FGF2 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

El transcrito de BDNF no se modific6 en ninguna de las regiones y en
ningunas de las edades en el modelo control, la suplementacion de taurina
disminuy6 estos niveles solamente en la corteza-hipocampo tanto a los 15 dias
(0.2, P < 0.05) y mes de edad (0.8, P < 0.05). En cuanto en la rata taiep se
encuentra aumentado significativamente a los 15 dias tanto en el cerebelo (13.3, P
< 0.05) como en la region de tallo cerebral (1.7, P < 0.05), donde taurina

disminuye significativamente (2, P < 0.05) en el tallo cerebral en esta edad,
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mientras que en la region de corteza-hipocampo no hay diferencias significativas
en el grupo taiep control, donde la administracion de taurina produce un aumento

significativo (1.7, P < 0.05) solo a los 8 meses de edad (Fig. 34).
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Figura 34 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de BDNF.

Evaluacién del transcrito de BDNF en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la evaluacion del transcrito de IGF-1, observamos en el modelo control
gue es un factor que disminuye conforme a la edad, en cerebelo, tallo cerebral y
corteza-hipocampo, donde la suplementacibn de taurina disminuye
significativamente (P < 0.05) el transcrito en la region de cerebelo a los 15 dias,

pero aumentandolo a los 8 meses. De manera contraria, en la rata taiep el
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transcrito de IGF-1 aumenta significativamente (P < 0.05) dependiente de la edad
y la region. La suplementacion de taurina regula negativamente en el tallo cerebral
a los 15 dias (0.4, P < 0.05), mientras que al mes de edad regula positivamente en
el tallo cerebral (0.96, P < 0.05) (Fig. 35).
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Figura 35 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de IGF-1.

Evaluacién del transcrito de IGF-1 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

También obtuvimos el transcrito de NGF, el factor de crecimiento neuronal,
el cual de igual manera aumenta significativamente en la rata SD dependiente de
la edad y de la regién. La suplementacion de taurina produce un aumento
significativo en tallo cerebral a los 15 dias de edad (0.7, P < 0.05), pero de manera
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contraria, disminuyendo el transcrito en el la corteza-hipocampo (0.36, P < 0.05), y
en el cerebelo al mes de edad (2.07, P < 0.05) (Fig. 36). En la rata taiep, el
transcrito de NGF disminuye significativamente en la region de cerebelo en todas
las edades mientras que en el tallo cerebral se encuentra al mes de edad (1.9, P <
0.05), y en la corteza-hipocampo al mes y los 8 meses de edad (0.3, P < 0.05). La
suplementacion taurina disminuye significativamente en el tallo cerebral a los 15
dias de edad (1.2, P < 0.05), pero aumentando el transcrito en corteza-hipocampo

(0.6, P < 0.05) (Fig. 36).
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Figura 36 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de NGF-1.

Evaluacién del transcrito de IGF-1 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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En los resultados obtenidos de VEGF podemos observar el transcrito
aumenta significativamente (P < 0.05) a través de la edad en la region del
cerebelo, pero solamente en la corteza-hipocampo al mes de edad (0.9, P < 0.05),
la taurina produce un aumento estadisticamente significativo en el cerebelo a los
15 dias de edad (1.9, P < 0.05), pero reduce los niveles en el tallo cerebral tanto al
mes (0.7, P < 0.05) como a los 8 meses de edad (0.4, P < 0.05).

La rata taiep no presenta cambios estadisticamente significativos en los
niveles de transcripcion de VEGF en edades tempranas, en ninguna de las
regiones. Sin embargo, esta presente una disminucion significativa a los 8 meses
de edad en el cerebelo (5.8, P < 0.05) y en tallo cerebral (0.6, P < 0.05), la
suplementacion de taurina no produjo cambios en las regiones antes
mencionados, sin embargo, en la region de la corteza aumenté significativamente
a los 15 dias (0.5, P < 0.05) y 8 meses de edad (0.5, P < 0.05) con respecto al
grupo taiep control (Fig.37).

Por parte del transcripto de GDNF se observa un aumento en el cerebelo al
mes de edad (3.4, P < 0.05), pero sin ver cambios en las demas regiones del
grupo SD control, la suplementacion de taurina disminuyé los niveles de GDNF en
el tallo cerebral a los 15 dias de edad (0.99, P < 0.05), pero de manera contraria
aumentd significativamente en la corteza-hipocampo en todas las edades

evaluadas
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Figura 37 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de VEGF.

Evaluacién del transcrito de VEGF en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

. En grupo taiep control hay una disminucion significativa a los 15 dias de
edad en el cerebelo (0.97, P < 0.05), y en el tallo cerebral (0.98, P < 0.05), ademas
en esta Ultima region al mes de edad (0.6, P < 0.05) y en la corteza-hipocampo de
igual manera (0.6, P < 0.05); de manera contraria se presenta un aumento
significativo a los 8 meses de edad en el cerebelo (10.7, P < 0.05) y en el tallo
cerebral (1.8, P < 0.05). Por otro lado, los niveles de GDNF a los 8 meses de edad

aumentan significativamente tanto en el cerebelo (10.7, P < 0.05) y tallo cerebral
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(1.8, P < 0.05). La suplementacién de taurina aumento significativamente a los 15

dias de edad en el tallo cerebral comparado con la taiep control (Fig. 38).
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Figura 38 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de GDNF.

Evaluacién del transcrito de GDNF en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a las
edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Incluyendo a esto, se estudio la expresion de las quimiocinas: CCL2-CCR2,
CCL4-CCR8, CCR1, CCR5, CXCL1-CXCR2, CXCL12-CXCR4, CXCL13-CXCR5y
factores de crecimiento: FGF-2 y BDNF, en las regiones de cerebelo, tallo cerebral
y corteza-hipocampo, en el modelo de la rata taiep, ya que se sabe que muchas

proteinas no son capaces de traducirse correctamente debido al acumulo de
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microtubulos que existe entre el reticulo endoplasmico y el aparto de Golgi [Lunn
et al. 1997]. La administracion de taurina de manera crénica podria ser capaz de
regular esta expresion, debido a que se ha reportado que puede disminuir la
expresion de quimiocinas ante un proceso inflamatorio y de regular positivamente

factores de crecimiento.

Unas de las quimiocinas involucradas en el proceso inflamatorio y la cual
se estudié su transcrito es CCL2, donde observamos que en la rata SD control
muestra una disminucién conforme a la edad y dependiente de la region; donde la
suplementacién de taurina solo regula negativamente de forma a los 15 dias de
edad en la region de corteza-hipocampo (36 + 3.3 %, P < 0.05), pero de forma
positiva al mes de edad en el cerebelo (262 £ 1.01 %, P < 0.05). De manera
similar rata taiep no presenta cambios significativos en ninguna de las edades y
regiones evaluadas, donde taurina modifica significativamente de manera negativa
al mes de edad en el tallo cerebral 15.94 + 3.3 %, P < 0.05. El receptor por el cual
interactia CCL2 es CCR2, en donde aumenta significativamente conforme a la
edad solamente en el tallo cerebral (40.6 + 5.7 %, P < 0.05) en condiciones
normales; la administracion de taurina produce un aumento significativo (26 = 1 %,
P < 0.05) al mes de edad en el cerebelo, pero de manera contraria disminuye
(17.24 £ 1.4 %, P < 0.05) la proteina a los 8 meses de edad en la corteza-
hipocampo. En la rata taiep se presente un aumento significativo a los 15 dias de
edad tanto en tallo cerebral (65 + 9.1 %, P < 0.05) como en corteza-hipocampo
(36.8 £ 3.7 %, P < 0.05), mientras que una regulacién negativa significativa (32 + 6
%, P < 0.05) al mes de edad en esta ultima regién, y a los 8 meses de edad en el
cerebelo (17.1 £ 2 %, P < 0.05); la administracion cronica de taurina tuvo una
regulacion negativa a los 15 dias de edad en tallo cerebral (53 £ 7 %, P < 0.05) y
corteza-hipocampo (64.7 £ 6.7 %, P < 0.05), donde en esta ultima aumento
significativamente (37 £ 1.4 %, P < 0.05) al mes de edad, pero disminuye (16.8 + 4
%, P < 0.05) a los 8 meses de edad (Fig. 39).
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Figura 39 Efecto de la suplementacion de taurina sobre la transcripcion de CCL2 y CCR2.

Evaluacién del transcrito de CCL2 y CCR2 en las regiones de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo a
las edades de 15dias, 1 mes y 8 meses. Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post
hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la
prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de
Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

Se evalud la expresion de CCL4 y de su receptor CCRS8, en donde el
ligando en la rata SD control aumenta significativamente (46.8 + 3 %, P < 0.05) su
expresion al mes de edad en el cerebelo, pero disminuye conforme a la edad en el
tallo cerebral, donde la administracion de taurina solo aumenta significativamente
en la corteza-hipocampo al mes de edad (31.2 + 5 %, P < 0.05). Por otro lado, en
la taiep no tuvimos diferencias significativas en la expresion de CCL4 en el
cerebelo y tallo cerebral mientras que en corteza-hipocampo existe una
disminucién (20.7 £ 2 %, P < 0.05) al mes de edad y un aumento estadisticamente
significativo (94 + 11.3 %, P < 0.05) a los 8 meses, donde la suplementacién de

taurina revierte significativamente estos niveles respectivamente (Fig. 40).
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El receptor CCR8 en la rata SD aumento los niveles de expresion en el
cerebelo a los 8 meses de edad (36.8 + 3 %, P < 0.05), en donde la
suplementacion de taurina a los 15 dias de edad produce un aumento significativo
(32.4 £ 3 %, P < 0.05) En la rata taiep existe un aumento significativo de CCRS8 en
la region de cerebelo a los 15 dias (33.4 + 3 %, P < 0.05) y al mes tanto en el
cerebelo (195 £ 2 %, P < 0.05) y en tallo cerebral (25.2 + 7 %, P < 0.05),
conservando el aumento hasta los 8 meses de edad en estas regiones. CCR8 fue
regulado por la suplementacion de taurina al mes de edad en ambas regiones, con

niveles similares al grupo SD control (Fig. 40).
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Figura 40 Efecto de la taurina sobre la expresion de CCL4 Y CCRS.

Evaluacién de la concentracion de CCL4 Y CCR1 en la region de cerebelo, tallo cerebral y corteza-
hipocampo a diferentes edades: 15 dias, 1 y 8 meses en machos SD y taiep, control y con suplementacion con
taurina Los valores representan la media £ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con
grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada
grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento
en nuestro grupo problema.
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Se evaluaron en el cerebelo y tallo cerebral los receptores CCR5 y CCR1
los cuales se ha reportado que interactian de manera conjunta en la respuesta
ante un dafio. Encontramos a CCR5 en la rata SD un aumento significativo
solamente en tallo cerebral al mes de edad (24.4 £ 3 %, P < 0.05), mientras que
en el cerebelo se encuentra a los 8 meses el aumento de CCR5 (19.5 £3 %, P <
0.05), sin que la suplementacion de taurina modifique la expresion tanto de CCR5
y de CCRL1 (Fig. 41).
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Figura 41 Efecto de la taurina sobre la expresion de CCR5 y CCR1.

Evaluacién de la concentracion de CCR5 y CCR8 en la region de cerebelo y tallo cerebral a diferentes edades:
15 dias, 1 y 8 meses en machos SD y taiep, control y con suplementacién con taurina. Los valores representan
la media £ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de
15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD
control y & P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.

En la rata taiep a los 15 dias de edad existe un aumento significativo de
la expresion de CCR5 en cerebelo (33.1 + 5 %, P < 0.05) y tallo cerebral (28.1 + 4
%, P < 0.05) y al mes de edad solo en el tallo cerebral (32.5 + 2.8 %, P < 0.05). La
taurina en el cerebelo a los 15 dias disminuye CCR5 significativamente (23.3 £ 3
%, P < 0.05). Por otra parte, CCR1 se encontr60 aumentado de igual forma en la
region de cerebelo a los 15 dias (10.5 £ 0.8 %, P < 0.05) y 8 meses de edad (14.6

+ 0.6 %, P < 0.05), mientras que en el tallo el aumento esta presente a los 8
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meses de edad (23 £ 4 %, P < 0.05). Siendo la administracién de taurina capaz de
regular la expresion de este receptor en la rata taiep en la region de cerebelo y
tallo cerebral, en las edades correspondientes a los incrementos, siendo los

valores similares al grupo SD control (Fig. 41).

Los resultados de CXCL1 muestra que sus niveles de expresion se
mantienen constantes a través de la edad en las tres regiones, pero viendo un
efecto por parte de la taurina, regulando negativamente su expresion en el
cerebelo en todas las edades, mientras que en el tallo cerebral solo al mes de
edad la disminucion es significativa (50 + 2 %, P < 0.05), y en la corteza-
hipocampo los 8 meses (28.90 £ 5 %, P < 0.05). En la rata taiep encontramos una
disminucién de CXCL1 en la region de tallo a los 15 dias (22.2 £+ 2 %, P < 0.05) y
al mes de edad (50.7 = 11 %, P < 0.05), mientras que en cerebelo se encuentra
disminuida a los 8 meses de edad significativamente (26 £ 6 %, P < 0.05), la
corteza-hipocampo aumenta significativamente (74.2 + 6 %, P < 0.05) a los 15
dias. La administracion de taurina aumenta los niveles solo a los 15 dias en el
cerebelo (22.4 = 4 %, P < 0.05) y tallo cerebral (41 £ 9 %, P < 0.05), pero de
manera contraria los disminuye significativamente en la corteza-hipocampo,
siendo los niveles de CXCL1 similar al grupo SD control (Fig. 42). Mientras que su
receptor CXCR2 se observa en la rata taiep control aumentado a los 8 meses en
el tallo cerebral (29 + 2 %, P < 0.05) y al mes de edad en el cerebelo (19.8 £ 1.2
%, P < 0.05), pero a los 8 meses se encuentra disminuido significativamente (13.9
+ 1.7 %, P < 0.05) con respecto al grupo SD control; la administracién de taurina
regula significativamente (P < 0.05) este aumento en el tallo cerebral, mientras
qgue en el cerebelo lo logra solo al mes de edad, llevando las concentraciones
similares al grupo control (Fig. 42).

Observamos por parte de CXCL12 un aumento estadisticamente
significativo (14.5 £ 1.3 %, P < 0.05) en el grupo SD control a los 8 meses de edad
en el cerebelo, pero de manera contraria en la region de tallo cerebral (33 =4 %, P
< 0.05) a la misma edad; viendo un aumento significativo (19.8 £ 2 %, P < 0.05)

por la suplementacién de taurina en el cerebelo a los 8 meses de edad. En la taiep
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se encuentra un aumento estadisticamente significativo a los 15 dias (31.4 + 4 %,
P < 0.05) y 8 meses de edad (68.2 + 5.2 %, P < 0.05) en la region de tallo
cerebral, mientras que en el cerebelo este aumento (39 £ 6 %, P < 0.05) esta
presente al mes de edad; en donde la taurina evita el aumento a los 8 meses de
edad en el tallo, siendo valores similares a la rata SD control; en el cerebelo
disminuy6 la expresion de CXCL12 al mes de edad significativamente, pero aun
mostrando un aumento estadisticamente significativo (26.9 £ 5 %, P < 0.05) con

respecto al modelo control (Fig. 43).
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Figura 42 Efecto de la taurina sobre la expresion de CXCL1 y CXCR2.

Evaluacion de la concentracion de CXCL1 y su receptor CXCR2 en la region de cerebelo, tallo cerebral y
corteza-hipocampo a diferentes edades: 15 dias, 1 y 8 meses en machos SD y taiep, control y con
suplementacion con taurina. Los valores representan la media £+ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc
Dunnett se compara con grupo control sin tratamiento de 15 dias de edad; ¥ P < 0.05 empleando la prueba de
la t de Student en cada grupo comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student para
comparar el tratamiento en nuestro grupo problema.
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Su receptor CXCR4 en la rata SD aumenta conforme a la edad en la region
de tallo cerebral, pero sin modificarse en las otras regiones. La suplementacion de
taurina en la corteza-hipocampo disminuyo significativamente (45.5 + 3 %, P <
0.05) a los 15 dias de edad, pero aumento su expresion significativamente (43 + 4
%, P < 0.05) al mes de edad (Fig. 43).
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Figura 43 Efecto de la taurina sobre la expresion de CXCL12 y CXCR4.

Evaluacién de la concentracion de CXCL12 y el receptor CXCR4 en la region de cerebelo y tallo cerebral a
diferentes edades: 15 dias, 1 y 8 meses en machos SD y taiep, control y con suplementacion con taurina. Los
valores representan la media £ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo
control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo
comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en
nuestro grupo problema.

En la rata taiep existe una disminucién estadisticamente significativa de
CXCR4 a los 15 dias de edad en el cerebelo (11.7 = 2 %, P < 0.05), sin embargo
en la corteza-hipocampo aumenta significativamente (70.4 £5 %, P < 0.05) a los 8

meses de edad; la taurina regula positivamente a los 15 dias en la region de
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cerebelo (16 £ 2 %, P < 0.05) y tallo cerebral (10.9 £ 1 %, P < 0.05), mientras que
en corteza-hipocampo disminuye (98 = 7 %, P < 0.05) la expresion de CXCR4 a
los 15 dias de edad y a los 8 meses de edad siendo valores similares al grupo SD
control (Fig. 43).

La quimiocina CXCL13 en los resultados obtenidos en la rata SD, existe una
disminucién estadisticamente significativa (52.2 + 4 %, P < 0.05) a los 8 meses de
edad en la corteza-hipocampo, sin ver cambios en las otras regiones a través de
los tiempos estudiados, pero produciendo la suplementacion de taurina un
aumento significativo (17.8 £ 3 %, P < 0.05) a los 15 dias de edad en el cerebelo,
de manera contraria disminuye (20.1 + 5 %, P < 0.05) CXCL13 a los 8 meses de
edad en el tallo cerebral. En la taiep el ligando aumenta significativamente
(P<0.05) a través del envejecimiento en el cerebelo, mientras que en el tallo
cerebral y corteza-hipocampo disminuyen a los 15 dias (13.5 £ 0.6 %, P < 0.05) y
mes de edad (27.6 £ 6 %, P < 0.05) respectivamente, en esta Ultima region la
administracion de taurina disminuye significativamente la expresion a los 15 dias
(40 £ 4 %, P < 0.05) y mes de edad (27.1 £ 5 %, P < 0.05), en el cerebelo
disminuye (11.5 + 1.1 %, P < 0.05) a los 15 dias de edad, pero al mes de edad
produce un aumento significativo (15.38 £ 3 %, P < 0.05); en el tallo cerebral el
efecto es contraria ya que la suplementacion de taurina aumenta CXCL13 a los 15
dias (32.5 + 2 %, P < 0.05), y al mes de edad disminuye (11.5 + 1.6 %, P < 0.05)
(Fig. 43). El receptor CXCR5 mostro en la rata taiep un aumento estadistico a los
15 dias (40.5 + 5 %, P < 0.05) y 8 meses de edad (42.9 + 4 %, P < 0.05) en la
region del cerebelo, viendo una regulacion negativa por parte de la
suplementacion de taurina. Mientras que, en el tallo cerebral, aumenta
significativamente (24.8 £ 2 %, P < 0.05) solo a los 15 dias de edad, sin que la

suplementacién de taurina modifique la expresion del receptor (Fig. 44).

103



CXCL13 CXCRS5

2 40 . . o % . + 1 Em SD control
S g_ . . @@ SD taurina
181’ 30 * o - 40 - = taiep control
= . 2 '} E : 3 taiep taurina

20 * * t =
2 g '
H 10 it i
=) )
o w
o o
=1 o
2 -10 2 o ;
= 15 dias 1 mes 8 meses 15 dias 1 mes 8 meses

Cerebelo Cerebelo
= CXCL13 = CXCRS5 SD control
§ 40 ;\? SD taurina
\8’ rs \8’ ta?ep comfrol
= 20 = taiep taurina
2 2
8 ° &
w [}
B -20 * + B
8 . -8
a -40 * E
z ' z
15 dias 1 mes 8 meses 15 dias 1 mes 8 meses
Tallo Cerebral Tallo Cerebral
CXCL1
§, 50
o
o
2 o . y
5 U T
w
% -50 & & x
9 Ty *
o * *
2 +
= -100-
15 dias 1 mes 8 meses

Corteza-Hipocampo

Figura 44. Efecto de la taurina sobre la expresion de CXCL13 y su receptor CXCR5.

Evaluacién de la concentracién de CXCL13 y CXCRS5 en la region de cerebelo, tallo y corteza-hipocampo a
diferentes edades: 15 dias, 1 y 8 meses en machos SD y taiep, control y con suplementacién con taurina. Los
valores representan la media £+ SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo
control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo
comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en
nuestro grupo problema.

La expresion de FGF2 en la rata SD muestra un regulacion negativa en el
cerebelo con forme a la edad, de igual forma BDNF pero en las regiones de tallo
cerebral y corteza-hipocampo, la administracion de taurina sobre la expresion de
FGF2 produce una disminucion significativa (18.6 + 3 %, P < 0.05) a los 15 dias de
edad en el cerebelo, mientras que por parte de BDNF regula positivamente al mes
de edad en tallo cerebral (32.4 £ 4 %, P < 0.05) y cerebelo (48.6 + 5 %, P < 0.05),
permaneciendo en esta ultima la regulacién positiva (43.5 + 4 %, P < 0.05) a los 8
meses de edad. La rata taiep mostro una disminucion significativa de FGF2 a los
15 dias en el cerebelo (4.6 £+ 0.7 %, P < 0.05), como también ya habia sido
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reportado por Soto Rodriguez, pero observando un aumento a los 8 meses de
edad en la corteza-hipocampo (97.1 + 7 %, P < 0.05); la taurina produce una
regulacion positiva de FGF-2 al mes de edad en el tallo cerebral (15.6 £ 0.7 %, P <
0.05) y la corteza-hipocampo (47.1 + 2 %, P < 0.05), pero en el cerebelo a esta
edad disminuye la expresion significativamente (22.1 £ 4 %, P < 0.05), y a los 8
meses en la corteza-hipocampo (67.7 £ 5 %, P < 0.05). En cuanto a BDNF en la
rata taiep se encuentra una regulacion positiva estadisticamente significativa al
mes de edad en el tallo cerebral (36.1 £ 5 %, P < 0.05) y cerebelo (33.8 +4 %, P <
0.05), pero manteniéndose en esta Ultima a los 8 meses de edad, la
suplementacion de taurina no modifica estos niveles de BDNF (Fig.45).
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Figura 45 Efecto de la taurina sobre la expresion de FGF2 y BDNF.

Evaluacién de la concentracion de FGF2 y BDNF en la region de cerebelo, tallo cerebral y corteza-hipocampo
a diferentes edades: 15 dias, 1 y 8 meses en machos SD vy taiep, control y con suplementacién con taurina.
Los valores representan la media + SEM. * P < 0.05 ANOVA con post hoc Dunnett se compara con grupo
control sin tratamiento de 15 dias de edad; T P < 0.05 empleando la prueba de la t de Student en cada grupo
comparado con el grupo SD control y & P < 0.05 empleando t de Student para comparar el tratamiento en
nuestro grupo problema.
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DISCUSION
La rata taiep es un modelo animal de una patologia desmielinizante, en la

que las crias nacen con un alto grado de hipomielinizacion la cual avanza
progresivamente hasta la desmielinizacion cefalocaudal, con lo que aparecen
diferentes sintomas los cuales son dependientes de la edad de la rata y del grado
de desmielinizacién, se han postulado una gran variedad de mecanismos
moleculares que tratan de explicar el dafio a los oligodendrocitos, sin embargo
hasta el momento no se conoce si la hipomielinizacion y la desmielinizacion
afectan a los procesos cognitivos, en éste trabajo se evaluaron las capacidades
cognitivas de la rata taiep a edades infantiles, sin embargo ésta no mostré un dafio
cognitivo en edades tempranas y la suplementacién de taurina no ejerce cambio
alguno sobre el aprendizaje y memoria de largo plazo de referencia espacial y de
la memoria de referencia no espacial. Resultados similares demuestran que la
administracion de taurina subaguda no modifican el aprendizaje y la memoria en
ratas cognitivamente intactas, sin embargo, incrementa la distancia y la velocidad
de nado [Ito K. et al., 2009].

El efecto de la suplementacion de taurina depende de las concentraciones
administradas asi como de las condiciones patoldgicas del individuo ya que soélo
en la rata macho Sprague-Dawley causé6 dafio desde edades tempranas, reflejado
en la pérdida de la memoria de referencia no espacial medida por NOR,
produciendo un deterioro en los procesos cognitivos. Esto relacionado con los
estudios realizados por Rie Suge et al., donde la suplementacion de taurina desde
la etapa perinatal y neonatal modifica la funcién hipocampal y produce un retraso
en el aprendizaje y memoria en la edad adulta. Mientras que la suplementacion de
taurina desde la gestacion tiene un efecto neuroprotector cuando existe un dafio
cerebral, donde se ha visto que mejora el aprendizaje en las crias donde la madre
consumié alcohol [Ananchaipatana et al., 2015] y en ratas intoxicadas con plomo
[Fan et al.,, 2009]. Ademas, en un modelo de raton de Alzheimer, la taurina
produce la recuperacién del aprendizaje y la memoria [Javed H. 2013], donde
protege las neuronas piramidales hipocampales, disminuyendo el deterioro

cognitivo y actividades neuroconductuales [Kim H. et al., 2014].
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Este efecto diferencial podria ser debido a que en condiciones fisiologicas la
suplementacion de taurina desde la etapa embrionaria ademas de inhibir el
desarrollo neuronal, produce una acumulacion de taurina en la regién de la
corteza-hipocampo, aumentando los niveles de homocisteina, que con lleva al
aumento de especies reactivas de oxigeno, las cuales producen un dafio celular
[Berning et al. 2013] causando pérdida del proceso de aprendizaje-memoria [N.
Dale y E.R. Kandel, 1993]. Mientras que en la rata taiep, tanto machos como
hembras no mostraron un déficit cognitivo a pesar de los procesos de
desmielinizacién, ya que no se produce dicha acumulacion, posiblemente a que la
taurina se encuentre regulando algunas de las alteraciones presentes en la rata
taiep como el estrés nitrosativo [Leon-Chavez et al. 2006], actuando como un
agente antioxidante o regulando la liberacion de glutamato que incrementa
progresivamente durante el desarrollo, la cual se determin6 por medio de estudios
electrofisiolégicos [Fuenzalida et al., 2009, Bonansco et al., 2007], a través de su
efecto antagonista de los receptores NMDA [Wu et al., 2005] por su unién a la
subunidad GIuN2B [Chan et al.,, 2015], disminuyendo asi la activaciéon por
glutamato y por su efecto agonista sobre los receptores GABAérgicos [Wu y
Prentice et al., 2010]. Sin embargo, se ha visto que en la corteza la taurina facilita
la neurotransmisién excitadora mediante la activacion del receptor glicina [Qian et
al., 2014; Sava et al., 2014].

La suplementacién de taurina no afecto los procesos de aprendizaje-
memoria de referencia espacial y no espacial en hembras SD debido a que se
conoce que los estrégenos actian como un agente neuroprotector a través de su
efecto anti-oxidante [Marin et al, 2005; Amantea et al, 2005] contrarrestando el
dafio producido por ROS que se observé en las ratas macho SD. Los estrogenos
también disminuyen los niveles de taurina mediante la inhibicion de cisteina
sulfinico acido descarboxilasa y cisteina dioxigenasa, enzimas que participan en
su biosintesis [Ma Q. et al., 2015].
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La suplementacion de taurina disminuyo los Episodios de inmovilidad

Al ir evolucionando la desmielinizacibn en la rata taiep se producen
episodios de inmovilidad los cuales dependen de la edad, en este trabajo se
encontr6 que los episodios de inmovilidad en la taiep presentan un
comportamiento similar a lo previamente reportado, iniciando a los 6 meses,
aumentando su frecuencia a los 8 meses de edad [Cortes et al., 2005];
presentando un dimorfismo sexual, por o que son los machos los que tienen
mayor tiempo de duracion y ocurren con mayor frecuencia en comparacion con las
hembras [Cortes et al. 2005]. Los nucleos pontino reticular y noradrenérgicos
reduce la descarga antes y durante la cataplejia [Siegel et al., 1991, 1992] y este
es asociado con un incremento de liberacion de GABA vy glicina en las
motoneuronas [Kodama T. et al., 2003]. La suplementacion de taurina en la rata
taiep se perfila como un agente terapéutico contra los Els ya que disminuye tanto
la duracion como la frecuencia con la que ocurren, como ha sido reportado en un
modelo de catalepsia inducida por haloperidol [Zebrowska-Lupina y Porowska,
1987], los mecanismos posiblemente que se han planteado para dichos efectos
son mediados tanto por su influencia sobre la transmision glutamatérgicas como
por su accién agonista de los receptores GABAA y de glicina [Lidsky et al., 1995;
Wu y Prentice 2010],lo cual disminuye las concentraciones de calcio en las
neuronas, que estan asociadas con la actividad epiléptica convulsiva [Junyent et
al., 2010]. Sin embargo, la suplementacién cronica de taurina causa una
desensibilizacion del receptor GABAA, y produce una regulacion negativa del
receptor y una disminucion de GABA a través del incremento de las isoformas de
GAD [EI Idrissi et al., 2006], por lo que la suplementacion de taurina de forma
cronica en edades adulta podria disminuir los episodios de inmovilidad en la rata

taiep.

La suplementacion de taurina disminuy6 el Estrés nitrosativo

Previamente nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el estrés
oxidativo/nitrosativo juega un papel preponderante en el desarrollo de la patologia

taiep sin embargo se sabe que el incremento de NO en ratas controles desde
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edades tempranas en las regiones de médula espinal, tallo cerebral, cerebelo y
ndcleos subcorticales, juega un papel fisiolégico en el cerebro, el cual ha sido
asociado en la neuromodulacion, neurotransmision, neuroplasticidad sinaptica, y
maduracion neuronal [Calabrese et al., 2004], de igual forma se sabe que en
edades adultas esta involucrado en procesos neurodegenerativos, ya que se
encontrd relacionado con el incremento de la lipoperoxidacion en la médula
espinal, cerebelo y nucleos subcorticales. Siendo este efecto en mayor grado en
las ratas macho. Esta diferencia del estrés nitrosativo donde las hembras son
menos susceptibles ha sido asociado con la presencia de estrégenos, donde tiene
un papel protector contra disfunciones vasculares, regulando positivamente a la
eNOS [Leblanc et al., 2009], y disminuyendo a la INOS [Cau et al., 2012]. Las vias
de sefalizacidbn que activa los estrogenos son ERK, IP3K y Akt en corteza e
hipocampo que estan involucrados en la expresién de genes cuyas proteinas
tienen un efecto antioxidantes [Singer C. Et al., 1999,] y anti-apopto6ticos [Ahmad
S. etal., 1999].

La suplementacion cronica de taurina desde edades gestacionales en la
rata macho SD causo toxicidad; incrementando los niveles de lipoperoxidacion sin
incremento de los niveles de NO, debido a que produce un aumento de
homocisteina, la cual a través de su auto-oxidacion aumenta los niveles de
especies reactivas de oxigeno causando un dafio celular [Berning et. al., 2013]
observado en edades tempranas en la region médula espinal y tallo cerebral,
mientras que en edades tardias en nudcleos subcorticales y corteza cerebral-
hipocampo, siendo esta ultima la region mas afectada y viéndose reflejado en un
déficit en la memoria de referencia no espacial evaluado por la prueba de NOR. La
taurina también increment6 la lipoperoxidacion en edades tempranas de ratas
hembra SD, pero en menor grado que el macho SD. Se ha visto que la taurina
regula la actividad de las hormonas relacionadas con el eje hipotalamico-hipdfisis-
ovarico, aumentando la secrecion de neuroestrégenos [Mu et al., 2015], esto
promoveria el mantenimiento del efecto antioxidante disminuyendo la

lipoperoxidacion encontrado en las ratas hembras.
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Los resultados encontrados en la rata taiep corroboran el aumento del
estrés nitrosativo [Leon-Chavez et al 2006] relacionado con el aumento de la
lipoperoxidacion reportado por Soto-Rodriguez et al.,, en el 2012 que se ve
asociado con la desmielinizacion progresiva [Moller et al., 1997 y O’connor et al.,
2000], principalmente en las zonas que son ricas en mielina. El estrés nitrosativo
podria deberse a la desregulacion de la liberacion de glutamato que se ha
sugerido que esta presente en la taiep [Bonansco et al., 2007, Fuenzalida et al.
2009]. El estrés oxidativo ha sido relacionado con la lipoperoxidacion y precede al
proceso inflamatorio en otras enfermedades desmielinizantes como es el caso de
la esclerosis mdltiple [Wang et al., 20014]. El estrés nitrosativo en las ratas
hembra taiep en edades tempranas presentan un comportamiento similar a la rata
macho, pero en menor grado, mientras que a los 8 meses de edad no se encontré
el aumento de la lipoperoxidacién como sucedi6é en el macho, debido a la accién

neuroprotectora de los neuroestrc')genos.

Sin embargo, la suplementacion de taurina desde la gestacion en la rata
taiep disminuye el estrés nitrosativo desde edades tempranas posnatales y en
edades adultas en ratas machos, disminuyendo el aumento de la produccién de
nitritos y de la lipoperoxidacion en las regiones que presenta aumento del estrés
celular. El efecto de la suplementacion crénica de taurina podria ser debido a que
actta como un neuromodulador inhibitorio sobre los receptores NMDA,
disminuyendo asi la entrada de calcio y la actividad de las NOS constitutivas, por
otra parte, también induce regulacién negativa de la expresion de iINOS a través
de la inhibicién de la via de senalizacién de NFkB [Barua et al., 2001, Sugiura et
al., 2013], ademéas de su capacidad de incrementar enzimas antioxidantes como la
glutation peroxidasa y catalasa [Jang et al., 2009, Kim et al., 2010], con ello la
disminucién de la lipoperoxidacion desde edades tempranas, sugiriendo una

disminucioén del daio neuronal.

Con estos resultados se observa un papel dual por parte de la suplementaciéon de
taurina desde la etapa embrionaria, que dependera del estado patologico en el

gue se encuentre el animal, por una parte en animales sanos produce un dafo
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celular observado por el aumento del estrés nitrosativo asociado al aumento de la
lipoperoxidacion en la regién de corteza-hipocampo desde edades tempranas, que
al ser una de las regiones involucradas en los procesos cognitivos [ref], se ve
reflejado en un déficit en el aprendizaje-memoria de referencia no espacial en las
ratas SD (Fig. 46).

TAURINA

|| Acumutacion |

CONDICIONES NO
PATOLOGICAS

[ Etapas Embrionarias|

) . DEFICIT
HOMOCISTEINA LIPOPEROXIDACION COGNITVO

_| AUTO—OXIDACIONl _| DARO CELULAR _| NO ESPACIAL

Figura 46 Efecto citotéxico de la suplementacion de taurina.

La suplementacién de taurina desde la etapa embrionaria en animales sanos, produce un aumento de
homocisteina, que con lleva al aumento del anién superdxido por su auto-oxidacion, ocasionando un dafio
neuronal, que se ve reflejado en el aumento de la lipoperoxidacién y en la disminucién de la memoria de
referencia no espacial.

De manera contraria, la suplementacién de taurina en condiciones patoldgicas,
como lo es la rata taiep, presenta un efecto antioxidante desde edades tempranas
en cada una de las regiones cerebrales, al ser capaz de disminuir el estrés
nitrosativo viéndose reflejado en la disminucién de la lipoperoxidacién, siendo un
agente neuroprotector al disminuir el dafio celular que se encuentra en la rata
taiep (Fig. 47).
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Figura 47 Efecto antioxidante de la suplementacion de taurina.

La suplementacién de taurina en la rata taiep, tiene un efecto antioxidante, siendo capaz de disminuir el estrés
nitrosativo, asociado con la disminucion de la lipoperoxidacion, disminuyendo el dafio celular en la mutante
de mielina, sin modificar los procesos de aprendizaje-memoria de referencia espacial y no espacial.

La suplementacion de taurina disminuyo las Sintasas del oxido nitrico y
enzimas antioxidantes

En el aumento del estrés oxidativo/nitrosativo participan enzimas
encargadas de la produccion de éxido nitrico, como son la NOS. Los transcritos de
las isoformas de NOS en la rata control no es modificado a lo largo del tiempo,
mientras que la administracion de taurina aument6 eNOS en corteza cerebral y
tallo cerebral al mes de edad y la isoforma INOS desde los 15 dias y hasta los 8
meses de edad en cerebelo. Estos resultados muestran que la suplementacién de
taurina durante la gestacién produce un aumento del transcrito de NOS en una
rata sana, pero que no se asocia al dafo inducido principalmente en corteza
cerebral, reflejado por la disminucion en el aprendizaje-memoria observado en
ratas jovenes.

Los resultados en la rata taiep sugieren que existe un aumento en la
produccion de NO en los primeros dias de edad debido a un aumento en la
transcripcion de nNOS y de eNOS tanto en la region del tallo cerebral como en el
cerebelo, el cual estaria asociado al desarrollo de células neuronales [McFarland

et al., 2007] o un dafio de los oligodendrocitos [Yao et al., 2010] que se presenta
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desde etapas postnatales, al no encontrarse relacionado con un aumento en la
lipoperoxidacion a estas edades. Sin embargo, también nos puede sugerir que el
NO derivado de la eNOS puede estar participando en la disfuncién del endotelio
desde etapas muy tempranas [Dimmeler & Zeither, 1999], promoviendo el
aumento de la angiogénesis, que podria estar relacionado con el incremento de
VEGEF en la rata taiep [Soto-Rodriguez et al., 2015], asi como en la disminucion de
quimiocinas como MCP-1 (CCL2) [Amdt H. Et al., 1993]. Ademas, se ha
observado que en ratones Knockout de iNOS, la eNOS incrementa y es la
responsable directa del dafio sobre la mielina [Rapdsoa C., 2014]. eNOS puidera
estar regulando los cambios de la materia blanca via BDNF/TrkB, el cual se
encuentra aumentado en la rata taiep (Xu et al., 2013).

Por otra parte, el incremento del transcrito de INOS a partir del mes de edad
en el cerebelo se relaciona con el aumento de la produccion de nitritos y de la
lipoperoxidacion, por lo que esta sintasa seria la responsable del aumento de
estrés nitrosativo asociado a la neurodegeneracidbn gue observamos como
lipoperoxidacién en la regién de cerebelo, donde ha sido reportado que la rata
taiep expresa iNOS en las células de Purkinje y astrocitos [Leon-Chavez et al.,
2006]. A esta isoforma se le ha relacionada con la patogénesis de enfermedades
neuroinflamatorias y con los altos niveles de NO en el SNC durante la
desmielinizacién tanto en pacientes como en los modelos animales de
desmielinizacién [Danilov et al., 2003, Lieb et al., 2003], también ha sido implicada
en el dafio axonal observado en cultivos celulares de cerebelo [Di Penta et al.,
2013].

La suplementacion de taurina en la rata taiep ejerce un efecto antioxidante
al disminuir la transcripcién de eNOS en edades tempranas y de la iINOS a partir
del mes de edad, con llevando a la disminucion de NO, relacionado con la
disminucion de la lipoperoxidacion en el cerebelo de ratas macho taiep, mostrando
asi un efecto protector a través de la inhibicién de la entrada de Ca* por la
inhibicion de los receptores NMDA, de los canal de calcio dependiente de voltaje
[Wu et al., 2005], previamente se ha reportado que la taurina reduce el estrés

nitrosativo y la expresion de la NOS en células Schwann [Askwith et al., 2011] e
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inhibe la expresiéon de TNF-a [Kim et al., 2011]. Por otro lado, se ha encontrado
que taurina incrementa el numero de neuronas positivas a NOS en la region CA1
del hipocampo, hecho que ha sido asociado con la mejora del aprendizaje y
memoria [Yang F. et al., 2004].

El incremento de la transcripcion de NF-kB en la rata taiep a los 15 dias de
edad en cerebelo y tallo cerebral, podria estar promoviendo vias de sobrevivencia
o estar implicado en un proceso inflamatorio, este factor de transcripcion, aunque
es genérico es responsable de la transcripcion de diversas citocinas, que median
tanto estrés celular como inflamacion [Toby L., 2009]. Sin embargd, la taurina
disminuye la transcripcion de NFkB tanto en el cerebelo como en el tallo cerebral a
los 15 dias de edad en la rata taiep. La taurina al ser capaz de regular
negativamente el estrés oxidativo/nitrosativo, disminuye el requerimiento de NFkB,
reflejandose en la disminucién de los niveles de transcripcion, ademas por medio
de TauCl inhibe directamente su translocacion al nucleo [Barua et al. 2001].

La transcripcion de los genes que codifican para SOD1 (Zn-Cu-SOD),
SOD3 (Mn) y glutation perdxidasa 4 se encontraron incrementadas en el cerebelo
de rata taiep en edades tempranas, en estudios recientes se ha reportado que en
la EM se incrementa la expresion de SOD1 y 2 en las neuronas cerebelosas, y la
subsecuente activacion de enzimas responsables de la desintoxicacion del
peroxido de hidrogeno como: catalasa y glutation peréxidasa. La sobreexpresion
de SODL1 reduce la muerte mediada por el estrés oxidativo en los OPCs, por lo
gue sugiere que en cerebelo existe un proceso de respuesta al estrés oxidativo en
edades tempranas, el cual disminuye en edades adulta. Por otro lado, SOD1 fue
regulada negativamente en tallo cerebral al mes de edad, por lo que la respuesta
antioxidante ante el dafio sea menos eficiente en esta region, la cual es de las
mas dafiada en edades tempranas, y que puede estar asociado al proceso
desmielinizacion. Sin embargo, en edades adultas existe una regulacion positiva
de SOD3 en tallo cerebral y corteza cerebral de ratas de 8 meses de edad, lo cual
podria estar relacionado con la respuesta ante el estrés oxidativo. Ademas, el
incremento de SOD3 ha sido asociado con la mejora de las funciones cognitivas, y

la neurogénesis [Radoslaw R. et al., 2007].
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El aumento del transcrito de GPX4 en la rata taiep en las regiones de
cerebelo tallo y corteza cerebral en edades tempranas es una respuesta a los
procesos de hipomielinizacion/desmielinizacion debido a que GPX4 en el
hipocampo ha sido asociado con la neuroproteccion, teniendo una respuesta
antioxidante [Casafias-Sanchez et al., 2015], sin embargo, existe una disminucién
en el cerebelo enla edad adulta, corelacionandose con el aumento de la
lipoperoxidacion a esta edad, donde la disminucion de GPx4 afectaria la integridad
de la mitocondria y la muerte de neuronas [Yoo et al., 2012].

Por otro lado, la suplementacion de taurina regula negativa los trasncritos
de las enzimas antioxidantes tanto de SOD1, SOD3 y GPX4 dependiente de la
edad y de la regidn, tal vez es debido al efecto antioxidante de la taurina evitando
el aumento de la lipoperoxidacién en estas edades y regiones cerebrales, por lo
tanto una respuesta antioxidante no seria necesaria Se ha reportado que taurina
mejora la efectividad del sistema antioxidante, aumentado la expresion de GPx y
catalasa in vitro [Jang et al., 2009]. Sin embargo, a la fecha se desconoce el efecto
cronico de la suplementacibn de taurina sobre la expresidbn de enzimas
antioxidantes, de acorde a lo observado en nuestros experimentos podemos decir
que la taurina podria causar la disminucion de la expresion de las enzimas

antioxidantes en un modelo de desmielinizacion.

Efecto anti-inflamatorio de la taurina

La CCL2 juega un papel preponderante dentro del SNC, pudiendo ejercer
tanto un efecto neuroinflamatorio como neuroregenerativo. Por lo que, en edades
tempranas en la rata SD se requiere en el proceso de quimioatraccion de células
precursoras neuronales talamicas [Poon et al., 2016], asi mismo es requerido para
la inducién de la proliferaciébn de células madres neuronales, la diferenciacion
neuronal y disminuye la neuroinflamacion [Hong et al., 2015].

La CCL2 a través de su receptor CCR2, es una de las quimiocinas que
controla la migracion e infiltracibn de monocitos/macréfagos, el cual estan
involucrados en varios desordenes neurodegenerativos, incluyendo esclerosis

multiple, enfermedad de Alzheimer e isquemia cerebral [Bose y Cho, 2013]. El
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incremento del transcrito de CCL2 en la rata taiep a los 15 dias de edad, sin
modificacion de los niveles proteicos, sugiere que las células tratan de responder
ante el dafo. Siendo un factor crucial en el déficit de los procesos de
mielinizacion/remielinizacion que inicia en la rata taiep en estas edades; se ha
descrito que CCL2 mejora la migracion de OPCs contribuyendo en la
remielinizacibn [Moyon et al., 2015], y en edades adultas se ha asociado a
procesos neurodegenerativos [Bose y Cho, 2013]. ya que se ha reportado el
incremento de microglia/macréfagos en el parénquima cerebral en ratas adultas
[Leon-Chavez et al., 2006]. Por otra parte, el aumento de transcrito del receptor
CCR2 en la regién del cerebelo y del tallo cerebral en edades tempranas, y de los
niveles de la proteina a esta edad en la region de tallo cerebral y corteza-
hipocampo, estaria asociado en promover la migracion de células en estas
regiones en edades tempranas, células precursoras neuronales [Banisadr et al.,
2002, 2005, Stamatovic et al., 2005]., Sin embargo al no observarse incremento
del ligando CCL2, podria estar asociado a una respuesta cruzada ocasionada por
el incremento de otros ligandos tales como: CCL7, CCL8, CCL12, CCL13y CCL16
[Bose y Cho, 2013]. CCR2 también tiene un papel dual, actuando tanto como
agente proinflamatoria como anti-inflamatorias. El papel proinflamatorias depende
de las células presentadoras de antigeno y de las células T, mientras que el papel
anti-inflamatorio depende de la expresion de CCR2 en células Th2 [Milligan et al.,
2003].

La suplementacién de taurina en la rata taiep muestra una regulacion
negativa del transcrito tanto del ligando como del receptor, pero sin modificacion
en los niveles de expresion de la proteina por parte de CCL2, pero teniendo un
efecto negativo sobre la expresion del receptor CCR2 en la regién de tallo cerebral
y corteza-hipocampo, teniendo posiblemente un afecto anti-inflamatorio lo cual se
ve reflejado por una disminucion en la lipoperoxidacion. Previamente se ha
reportado que una discrepancia entre la expresion de CCL2 y CCR2, siendo
menor la expresion de CCL2 en la materia gris, mientras que en la materia blanca
estaria incrementado y contribuiria con la infiltracion de leucocitos [Prins et al.,

2014]. CCR2 es expresado en astrocitos, microglia, neuronas, células precursoras
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neuronales y microvasculares [Banisadr et al.,, 2002, 2005, Stamatovic et al.,
2005]. Uno de los efectos anti-inflamatorio de taurina es a través de formacion de
la Cloramina-Taurina, que inhibe la produccién de quimiocinas a través de la via
de sefalizacion NFkB [Liu y Quinn, 2002] el cual se encuentra disminuido por la
suplementacion de taurina en la rata taiep a los 15 dias de edad.

La CCL4 no ha sido asociado a algun proceso de desarrollo neuronal o
fisiolégico, por lo que el incremento encontrado de la proteina en cerebelo al mes
de edad en la rata SD es desconocido, ya que normalmente se asocia con los
procesos inflamatorios [Xia et al., 1998], este incremento fue contrarrestado por la
suplementacion de taurina, sin embargo causoé el incremento de la proteina al mes
de edad en corteza cerebral, sugiriendo un proceso neuroinflamatorio, que se
relaciona con la aparicion de la lipoperoxidacion.

Mientras que la sobreexpresion de CCL4 en la rata taiep a los 8 meses de
edad en corteza cerebral-hipocampo, pudiera estar promoviendo la infiltracién de
macrofagos e incrementando el proceso neuroinflamatorio [Simpson et al., 1998.
McManus et. al., 1998. Xia M.Q. na et al., 1998]. Sin embargo la suplementacion
de taurina en la rata taiep, caus6 su disminucién en ratas de 1 mes en cerebelo y
a los 8 meses de edad en corteza cerebral-hipocampo, sugiriendo un papel anti-
inflamatorio.

El incremento de CCR8 observado en el cerebelo de 8 meses de edad en la
rata SD esta relacionado con la neuroinflamacion tal vez con la edad, ya que
previamente ha sido reportado sobreexpresado en astrocitos adultos [Coitoru-
Lamoury et al., 2003]. Del mismo modo, la suplementacion de taurina mostré un
proceso de neuroinflamacién en edades tempranas al incrementar a CCRS8 en el
cerebelo a los 15 dias de edad, actualmente sabemos que su expresion
principalmente se encuentra en macréfagos fagociticos y en la microglia activada
[Corinna et al., 2013)].

El incremento de CCR8 desde edades tempranas en la rata taiep podria
estar correlacionado con los procesos desmielinizantes activos que se ha
observado en pacientes con EM [Bielecki et al., 2007], el cual podria estar

asociado con el proceso de astrogliosis reactivas [Leon-Chavez et al., 2002] y la
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acumulacion de microglia/macréfago [Leon-Chavez et al., 2006]. En éste trabajo la
suplementacion de taurina tuvo un efecto anti-inflamatorio en edades tempranas,
disminuyendo los niveles de CCR8 en cerebelo y tallo cerebral durante el primer
mes de edad.

La disminucion del receptor CCR1, el cual tiene como ligandos a CCL1,
CCL3, CCL5, CCL7, CCL23, en cerebelo en edades adulta en la SD podria estar
asociados a la sobrevivencia neuronal y la neuritogénesis [Edman et al., 2008].
Por otro lado, CCR5 increment6 con la edad, esta diferencia en expresion puede
estar asociado la expresion diferencial, ya que existe una regulacion negativa de
CCRL1 pero no de CCR5 en monocitos infiltrantes, mientras que la microglia regula
positivamente CCR5 [Edman et al., 2008], sugiriendo que estaria promoviendo la
neurodegeneracion en la rata SD, reflejado con un incremento en la
lipoperoxidacion observado en edades adultas. Mientras que el incremento de
CCR1 y de CCR5 en la rata taiep tanto en edades temprana como en adultas en
el cerebelo y en tallo cerebral, podria asociarse a los procesos de
hipomielinizaciéon y desmielinizacién, ya que la expresion conjunta de estos
receptores se ha encontrado en células perivasculares de lesiones activas en EM,
asi como en fagocitos mononucleares en estados tempranos de desmielinizacion
[Edman et al.,, 2008, Corinna T. et al., 2001]. CCR1 ha sido encontrado en
macrofagos después de la induccion de Encefalomielitis Autoinmune
Experimental, mientras que la microglia expresa CX3CR1, siendo el incremento de
CCR1 en los macréfagos responsables de la desmielinizacién [Sunnemark et al.,
2003]. Por otro lado, la suplementaciéon de taurina en la rata SD tuvo un efecto
inflamatorio debido a que aumentd los niveles de CCR1 a los 8 meses de edad en
cerebelo. Mientras que en la rata taiep mostré6 un efecto anti-inflamatorio al
disminuir la expresion de CCR5 en edades tempranas y CCR1 en edades adultas,
en las regiones de cerebelo y tallo cerebral, reflejado en la disminucion de la
lipoperoxidacion.

El incremento de la expresion de CXCL1 en el tallo cerebral al mes de edad
en la rata SD, sugiere su participacion en el proceso de mielinizacion y el

mantenimiento de los oligodendrocitos, previamente se ha reportado que participa
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en la proliferacién de los OPC en sinergismo con PDGF en la médula espinal
[Robinson et al., 1998], durante el desarrollo y en regiones de remielinizacién en el
adulto [Jakovcevski et al., 2009]. Ademas, las alfa quimiocinas regulan la
proliferacion, neurogénesis y diferenciacion de neuronas dopaminérgicas y
neuroesferas mesencefalicas [Edman et al., 2008]. Estos efectos de CXCL1
durante el desarrollo fueron disminuidos por la suplementacion de taurina en la
rata SD, ya que se ha encontrado que la suplementacion de taurina de forma
aguda disminuyé CXCL1 en un modelo de TBI, sin embargo, la administracion
subaguda increment6 los niveles de CXCL1 [Su et al., 2014], sugiriendo que en
condiciones normales este puede afectar el desarrollo en la rata, pero la taurina en

condiciones patoldgicas tiene un efecto anti-inflamatorio.

Mientras que la disminucion de CXCL1 en la rata taiep en la region del tallo
cerebral desde edades tempranas, y en cerebelo en edades adultas, seria uno de
los factores que impide la mielinizacion en etapas tempranas y de la
remielinizacion en etapas tardias en estas regiones evaluadas. Sin embargo, el
incremento de CXCL1 en la corteza cerebral en la rata taiep, podria ser una
respuesta temprana de mielinizacion, ya que es una regién que no se afecta en
edades tempranas, debido a que los oligodendrocitos Il y IV localizados en estos
hemisferios son los méas afectados en edades posteriores [Lunn et al., 1997b]. A
diferencia de otros modelos de desmielinizacién como son los inducidos por virus
[Marro et al., 2016], EAE y EM [Rumble et al., 2015] se ha encontrado que CXCL1
incrementa y correlaciona con la infiltracion de neutréfilos, mostrando que tiene
una funcién inflamatoria, sin embargo, la disminucion de CXCL1 en la rata taiep es
correlacionado con un déficit de factores estimuladores de la mielinizacion [Soto-
Rodriguez et al., 2015. Foote y Blakemore, 2005] y no en el proceso inflamatorio
como en los demas modelos desmielinizantes.

Por otro lado, la suplementacion de taurina en la rata taiep, incremento los
niveles de CXCL1 en cerebelo y tallo cerebral a los 15 dias de edad, sugiriendo el
restablecimiento de la funcion de las OPCs y de los oligodendrocitos, asi como

promover la neurogeénesis, la diferenciacion de las neuronas dopaminérgica
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[Edman et al., 2008] en edades tempranas, sin embargo no modificé la expresiéon
de CXCL1 en edades tardias, sugiriendo que la taurina no produce el
restablecimiento del proceso remielinizante, que se encuentra afectado en la rata
taiep..

La expresion del receptor de CXCL1 (CXCR2) en la rata SD, disminuye en
condiciones normales después del desarrollo, ya que en edades tempranas esta
implicado en la proliferacion, migracion de las OPCs [Robinson et al., 1998],
sugiriendo su participacion en los procesos de mielinizacion, mientras que en
edades adulta disminuye en la rata SD, ya que el incremento ha sido asociado a
procesos inflamatorios [Amiri et al., 2006]. Mientras en la rata taiep existe la
deficiencia de la expresion CXCR2 en el cerebelo, al igual que su ligando
(CXCL1), siendo esto un factor en su deficiencia en el proceso de mielinizacion en
edades tempranas y de la remielinizacion en edades tardias, ya que CXCR2
participa en proteger a las OPCs de la apoptosis [Tirotta et al., 2011],
reclutamiento de oligodendrocitos a las area de dafio y la reparacion de la lesion
[Omari et al., 2006], o también pudiera participar en edades tardias en procesos
inflamatorios, promoviendo la infiltracion de neutréfilos al sitio de dafio [Liu et al.,
2015], debido al aumento que se presenta en la regién de tallo cerebral, pudiendo
ser en esta region un mediador de la inflamacion.

La suplementacion con taurina disminuyé los niveles de CXCR2 en el tallo
cerebral de ratas taiep adultas, sugiriendo una disminucién del proceso
inflamatorio, podria deberse a la disminucion del estrés nitrosativo reflejado en la
disminucién de la lipoperoxidacién a los 3 meses de edad producido por la

suplementacién con taurina.

El incremento de CXCL12 en la rata SD en cerebelo en edades tardias,
podria participar en el proceso inflamatorio basicamente como factor
guimioatrayente de linfocitos y monocitos, ocasionando la disminucion de la
remielinizacion en edades tardias [Khorramdlazad et al., 2016], aun lado a esto, en
fechas recientes se ha visto que TNF-a potencia la expresion de CXCL12 en

astrocitos [Blazevski et al., 2015], por lo que la respuesta a la desmielinizacion no
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solamente la censa el oligodendrocito, sino que, todo el microambiente es capaz
de responder al dafo.

Mientras que el aumento de CXCL12 en la rata taiep, en edades tempranas
podria promover la migracion y diferenciacion de las OPCs, promoviendo la
mielinizacion, en edades adultas podria tener una accién en la reparacion tisular, a
través de un efecto regenerativo o inflamatorio, ya que CXCL12 es parte de la
respuesta en las en enfermedades desmielinizantes en el SNC [Maysami et al.,
2006]. Sin embargo, a pesar de que CXCL12 se encuentra aumentado al mes de
edad en cerebelo, el receptor CXCR4 se encuentra disminuido en esta region en
la rata taiep a los 15 dias edad, sugiriendo que el proceso de migraciéon y
diferenciacion de las OPCs esté alterado [Banisard et al., 2011], siendo este déficit
un factor que contribuye a la hipomielinizacién presente en la rata taiep en la etapa
temprana. Sin embargo, CXCR4 increment6 en corteza cerebral-hipocampo de la
rata taiep a los 8 meses, dicho incremento podria estar participando directamente
en la infiltraciébn de linfocitos que nuestro grupo de investigacion ha reportado
previamente [Leon-Chavez et al., 2006].

La suplementacion de taurina en la rata taiep produce una disminucion de
CXCL12 en el tallo cerebral en la etapa adulta, sugiriendo una disminucién en el
proceso inflamatorio, debido a que un aumento prolongado de CXCL12, se ha
implicado a la inflamacion, produciendo la liberacién de citocinas como TNF-a y
prostaglandinas [Cali & Bezzi 2010], siendo un factor implicado en la inflamacion
cronica presente en la rata taiep en edades tardias; por otro lado la taurina
produce una regulacion positiva del receptor CXCR4 en el cerebelo y tallo cerebral
los 15 dias de edad sugiriendo que aumenta el proceso de mielinizacion,

mostrando tener un efecto neuroprotector en la rata taiep.

La expresion de CXCL13 no fue modificada a través de la edad en la rata
SD en todas las regiones, sin embargo, en la rata taiep sugiere que existe la
guimioatracciéon de linfocitos B [Bagaeva et al., 2006] en todas las edades en
cerebelo, el cual ha sido asociado con procesos de neuroinflamacion,
desmielinizacion autoinmune y en linfoma primario en el SNC [Ansel et al., 2000,

Rainey-Barger et al., 2011]. El receptor CXCR5 correlaciona con el incremento de
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CXCL13 en cerebelo a los 15 dias y 8 meses de edad en la rata taiep, se ha visto
que la activacion del receptor NMDA promueve la expresion de CXCL13 [B. Chun-
Jiang et al., 2016], y que éste a su vez activa al receptor CXCRS5, conllevando la
activacion de astrocitos y microglia, generando astrogliosis reactiva que
previamente fue reportada en la rata taiep por nuestro grupo de investigacion
[Leon-Chavez et al., 2001]. Ademas de que, CXCL13 y CXCR5 han sido
propuestos como un potencial biomarcador de procesos inflamatorios en pacientes
con epilepsia [Li et al., 2016], pero en el tallo cerebral y la corteza-hipocampo,
CXCL13 se encontr6 disminuida asi como también CXCRS5 en el tallo cerebral en
edades tempranas, sugiriendo que los procesos de neurogénesis son afectados,
ya que CXCR5 reduce el mantenimiento de la poblacion de células neuronales
inmaduras e incrementa la proliferacion de las células subgranulares
hipocampales del giro dentado, sin embargo no es claro su papel en el proceso de
regeneracion [Stuart et al., 2014].

La suplementacion de taurina evitd el incremento de CXCL13 en cerebelo
de la rata taiep a los 15 dias de edad , sugiriendo que dicha disminucién participa
directamente en la neuroproteccion, a través de la inhibicion del receptor NMDA
de manera contraria en la region de tallo cerebral y de corteza-hipocampo la
taurina evitd la regulacion negativa a los 15 dias y 1 mes de edad
respectivamente, sugiriendo el incremento de la proliferacion de las células
subgranulares del giro dentado del hipocampo, a través de la activacion del
receptor CXCR5 [Stuart et al., 2014].

Los factores de crecimiento en la rata SD disminuyeron con respecto a la
edad dependiente de la region, efecto que pudiera estar asociado con el
envejecimiento de la rata. FGF2 tiene efectos mitogénicos y neurogénicos [Li et
al., 2008], e incrementa la proliferacion en la SVZ y DG [Sun et al., 2009]. Mientras
que IGF1 promueve el crecimiento, sobrevivencia, maduracion, proliferacion
celular en los tejidos y renovacion del mismo. IGF-1 juega un papel preponderante
en la mielinizacién, ya que promueve la proliferacion, diferenciaciéon, sobrevivencia

de los oligodendrocitos y con ‘esto de forma indirecta incrementa la produccién de
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mielina [Wringley 2017]. FGF2 junto con BDNF promueve la proliferacion y
diferenciacion neuroglial [Shinichi Y et al., 2001].

Los transcritos de VEGF, NGF y GDNF aumentaron en el cerebelo, tallo
cerebral y en la corteza cerebral-hipocampo de la rata SD al mes de edad, sin
embargo, solo el VEGF y el NGF se mantuvieron incrementados en la region de
cerebelo en edades adultas. Estos factores de crecimientos estan involucrados en
la regulacion de vias de sefializacion que inducen el crecimiento celular, la
diferenciacion y la supervivencia neuroglial, siendo indispensables de las
funciones del cerebro normal, debido a que VEGF promueve
neurogeénesis/angiogénesis y revierte el dafio causado por TBI (Schanzer et al.,
2004). Se ha visto que el 6xido nitrico y VEGF aumentan la permeabilidad en el
plexo coroides [Sharma et al., 2010]. El incremento de GDNF se ha visto que
ejerce efectos neuroprotectores contra el dafio cerebral, como en la isquemia
cerebral [Lee et al., 2010]. EI GDNF ha sido reconocido como agente
neuroprotector para las poblacibn de neuronas dopaminérgicas, pero también
promueve el desarrollo, diferenciacion y proteccién de otras neuronas, tales como
noradrenérgicas y motoras de la médula espinal en el SNC [Sharma et al., 2016].
El NGF es un agente pleiotropico dentro de un gran espectro de poblaciones
celulares, teniendo efectos sobre las neuronas sensoriales y simpaticas, por otro
lado, se ha descrito que el NGF es un modulador de las funciones neuro-inmuno-
enddcrina [Skaper 2017]. Este factor protege tanto axones como a la mielina del
dano inflamatorio, ya que modula el sistema inmune, reduciendo la excitocidad
durante la activacion inflamatoria aguda [Colafrancesco y Villoslada, 2011].

La suplementacion de taurina en ratas SD modifico las transcripcidon de los
factores de crecimiento de forma dependiente de la edad y de la region cerebral
analizada, afectando los procesos de proliferacion, diferenciacién y maduracion de
células gliales y neuronales a edades tempranas; el incremento del transcrito de
GDNF en corteza-hipocampo, pudiera promover una gliosis reactiva que se
extiende hasta los 8 meses de edad, esto apoya la idea del efecto neurotoxico de
la taurina sobre la corteza cerebral de rata SD. Por otro lado, el FGF2 estaria

aumentando las propiedades mitogénicas y neurogénicas, promoviendo un
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incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y la angiogénesis
a través del aumento VEGF en cerebelo. Ademas, la suplementacion de taurina
estaria promoviendo la supervivencia de las neuronas a través del aumento de
NGF en tallo cerebral y por el aumento del GDNF en Corteza-hipocampo Sin
embargo en este estudio solo se midid la expresiéon de FGF-2 y de BDNF por lo
gue se requiere realizar un mayor estudio para conocer el efecto dafino de la
suplementacién de taurina.

La disminucién en la expresion de FGF2 observada en la rata taiep en
edades tempranas afectaria el proceso de mielinizacion ya que participa en la
proliferacion de las OPCs, mielinizacion, y aumentaria el dafio axonal [Miki F. et
al., 2012], contribuyendo a la hipomielinizacién y al fallo en la remielinizacion en la
rata taiep, sin embargo el incremento de la proteina en la corteza cerebral en
edades adultas puede producir una disrupcién de los oligodendrocitos y por lo
tanto la pérdida de mielina, ya que se ha observado que la administracién de
FGF2 causa una acumulacion de oligodendrocitos inmaduros con un fenotipo
premielinizante [Armstrong et al., 2007].

El aumento en el transcrito de IGF-1 en la rata taiep, sugiere que existe una
respuesta celular ante el dafo cerebral, tratando de promover el crecimiento,
maduracién, proliferacion y la reparacién del tejido en compensacion al dafio,
como ha sido descrito en otras enfermedades tales como la esclerosis lateral
amiotréfica y esclerosis multiple [Adamis y Meagher, 2011], tratando de promover
la sobrevivencia, diferenciacién y desarrollo de los oligodendrocitos [Ye y
D’Ercole, 1999, Wringley 2017], sin embargo, se conoce que existe un incremento
de la muerte celular dependiente de la edad en la rata taiep [Soto-Rodriguez et al.,
2012].

El aumento en la transcripcion y traducccién del BDNF en la rata taiep
podria tener efecto neuroprotector, promoviendo la supervivencia y el crecimiento
de diversos tipos de neuronas (Huang y Reichart, 2001), todo ésto para mejorar la
regeneracion de procesos desmielinizantes (Al-majed et al., 2000), aumentando la
neuritogéenesis, el crecimiento axonal y la plasticidad cerebral [Huang & Reichard,
2001, Hongdi M. al., 2007], esto explicaria porque las neuritas de las neuronas de
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Purkinje en el cerebelo de la rata taiep se encuentra aumentadas (datos no
publicados). Sin embargo, en la rata taiep el incremento de BDNF no es capaz de
disminuir la ataxia cerebelosa, ya que esta reportado que la deficiencia de BDNF
causa ataxia en un modelo de raton, y los ratones transgénicos de BDNF previene
la ataxia [Hongdi M. et al., 2007]. Ademas, el incremento de BDNF estaria
aumentando la liberacién de glutamato [Schinder & Poo, 2000] y la actividad de los
receptores NMDA, a través de la disminucion de la actividad inhibitoria de los
receptores GABAérgicos [Tanakaer et al., 1997; Frerking et al., 1998; Wardel &
Poo, 2003], sugiriendo una mayor actividad neuronal El incremento de BDNF ha
sido implicado en la cascada de cambios electrofisiol6gicos en el estado epiléptico
[Ernfors et al., 1991, Nibuya et al., 1995], que pudiera estar asociado en la rata
taiep. Ademas, se ha encontrado que la deprivacion parcial de suefio muestra una
accion rapida sobre el incremento de los niveles de BDNF [Schmitt et al., 2016],
que podria estar asociado con las alteraciones de suefio que presenta la rata
taiep.

La disminuciéon de GDNF y NGF en edades tempranas nos sugiere que
existe un decremento de los factores de crecimiento involucrados en el
crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular, procesos que son necesarios
para las funciones cerebrales y la actividad regenerativa [Hoyng et al., 2014],
Mientras que el incremento de GDNF a los 8 meses de edad podria causar la
pérdida de células de Purkinje e inducir el incremento de la proliferacién de las
células de Bergman, astrocitosis y vacuolacién de la capa molecular [Luz et al.,
2016]. Relacionandose con el aumento de la muerte celular en la rata taiep a los 6

meses de edad en el cerebelo y tallo cerebral [Soto-Rodriguez et al., 2012].

La disminucién del transcrito de VEGF promoveria una disminucion en su
traduccion lo cual conduciria a la pérdida de los procesos de
neurogénesis/angiogénesis y la reparacion de tejido nervioso en edades adultas
(Schanzer et al., 2004), contribuyendo con el proceso neurodegenerativo en la rata
taiep. Por otra parte, la suplementacion de taurina en la rata taiep produce

regulacion positiva en corteza cerebral de NGF, VEGF y GDNF, sugiriendo que en
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esta region se estaria promoviendo los procesos de neuroproteccion. En ratas
infantiles promovio la regulacién positiva de los factores de crecimiento como IGF-
1y FGF-2 en tallo cerebral, siendo en esta ultima aumentada también en corteza-
hipocampo junto con GDNF, sugiriendo que a esta edad se estaria promoviendo

los procesos de proliferacion y mielinizacion.

Con esto se observa que el efecto de la suplementacién de taurina desde
la etapa gestacional puede regular la expresion de quimiocinas y factores de
crecimiento, y de igual forma, la manera en que las regule dependera del estado
patologico, donde en condiciones normales produce un aumento de quimiocinas
en la corteza-hipocampo, que estarian participando en un proceso inflamatorio,
relacionandose con el aumento del estrés nitrosativo en esta misma region,
mientras que en la rata taiep se presenta un efecto neuroprotector, promoviendo
los procesos de mielinizacion en el desarrollo neuronal en las regiones de
cerebelo y tallo cerebral, a través de la regulacién de quimiocinas, y factores de
crecimiento que participen en la migracion, proliferacion y diferenciacion de los
OPCs a los 15 dias de edad. Ademas, la taurina es capaz de disminuir
guimiocinas inflamatorias, disminuyendo la astrogliosis reactiva, la activacion de la
microglia, y la sobreproduccion de radicales libres, los cuales se encuentran
presentes en la mutante de mielina (Fig. 48).
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Figura 48 Efecto dual de la suplementacion de taurina.

La suplementacién de taurina desde la etapa embrionaria, presenta un efecto dual, dependiendo del estado
fisiologico o patoldgico del animal. a) En condiciones sanas produce un deterioro en la region de la corteza-
hipocampo, aumentado la lipoperoxidacion y el proceso inflamatorio. b) En la rata taiep presenta un efecto
anti-inflamatorio al disminuir quimiocinas inflamatorias y radicales libres, ademas de promover los procesos
de mielinizacion, regulando quimiocinas y factores de crecimiento que se requieren para estos procesos.
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CONCLUSION

La suplementacion de taurina desde la gestacion tuvo un efecto neuroprotector en
la rata taiep en las regiones que presentan mayor desmielinizacién, disminuyendo
el estrés nitrosativo (nitritos y lipoperoxidacion) dependiente de la region y de la
edad, a través de la disminucion de las isoformas de NOS y el proceso
inflamatorio (CCR2, CCL4, CCR5, CCR1, CXCL12), viéndose reflejado en una
disminucién en la respuesta al dafio por las enzimas antioxidantes (GPx y SOD)
en el dia 15 de edad, ademas promover la regulacion positiva del ARNm de IGF-
1, asi como en la expresion de CXCL1, CXCR4 y FGF2 en edades infantiles
dependiente de la region, sin observarse un dafio en los aspectos cognitivos en
edades tempranas. Sin embargo, en la rata control, Sprague-Dawley, la
suplementacion de taurina desde la gestacion causO incremento la
lipoperoxidacion y la disminucion de SOD3 en corteza cerebral-hipocampo, y
disminucién de factores de crecimiento dependiente de la edad, viéndose reflejado
en un déficit en los aspectos cognitivos de referencia no espacial en edades

tempranas.

PERSPECTIVAS

Analizar el efecto de la suplementacion de taurina en la rata taiep sobre:

> El contenido de mielina, a través de tincidon de azul de toluidina

» Morfologia celular: oligodendrocitos y neuronas, tincion de hematoxilina-

eosina, inmunofluorescencia contra tubulina, Cinesina y dineina.

» Astrogliosis, a través de inmunofluorescencia contra GFAP

» Muerte celular, a través de caspasa-3, apostaina y H&E

» Neurogénesis, a través de BRdU e inmunofluorescencia contra nestina,

oligl, olig2 o PBM, doblecortina, NeuN
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ANEXOS
> Buffer de carbonatos (para sensibilizar la placa de ELISA).

Na2C030.795 g
NaHCO3 1.465 g
NaN30.1g
H20 50mL
Adicionar las sales en 40 mL de agua destilada y aforar a 50 mL.
> PBS
KCl0.20131 g
NaCl 8.06472 g
KH2P0O4 0.163308 g
Na2HPO4 1.149876 g
A 900 mL de agua destilada agregar las sales y regular el pH con HCI 0.1 N o NaOH 0.1 N, afore a
1L.
> PBS-Tween 20:
Por cada 100 mL de PBS 0.1 mL de Tween-20.
» Solucién de albumina 1mg/mL
Pesar 1 mg de albimina y diluir en 1 mL de agua destilada.
» Solucion de albumina 0.5%

Pesar 0.5 g de albumina de suero bovino y disolverla en 100 mL de PBS.
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