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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos de origen
multifactorial que llevan a la pérdida neuronal selectiva, representando una
problematica de salud intrinseca al proceso de envejecimiento. Este tipo de
enfermedades afectan, en diversa medida, la memoria, los pensamientos y las
funciones cerebrales, siendo la Enfermedad de Alzheimer y la Enfermedad de
Parkinson dos de las enfermedades mas relevantes a nivel mundial debido al
numero de personas padecientes y su impacto en los sistemas de salud, lo que
repercute en la economia mundial. Adoptar una dieta rica en nutrientes esenciales,
como vitaminas, fibra, minerales y acidos grasos mono y poliinsaturados, no solo
promueve la salud general, sino que también ha demostrado ser un factor clave en
la prevencion de este tipo de enfermedades. De igual forma, los compuestos
bioactivos, metabolitos secundarios presentes en reducidas cantidades en los
alimentos, poseen funciones que exceden las meramente nutricionales, pudiendo
aportar efectos neuroprotectores significativos.

Este proyecto tiene como objetivo el desarrollo y optimizacion de un modelo
celular de neuroinflamacion, asi como la evaluaciéon de los efectos neuroprotectores
de un conjunto de compuestos bioactivos conocidos como urolitinas. La urolitina A
demostré mejorar la viabilidad celular al potenciar la actividad de deshidrogenasas y
esterasas en condiciones basales. Adicionalmente, se evidencid6 que este
compuesto posee la capacidad de disminuir los niveles de nitrito en células BV-2 en
las mismas condiciones. En respuesta a estimulos inflamatorios, la urolitina A,
modula la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa inducible, lo que se traduce
en una disminucion de los niveles de nitritos, evidenciando la capacidad de este
postbidtico para influir en la respuesta inflamatoria. Ademas, se observa una
reduccion en los niveles de IL-1B3, respaldando su efecto antiinflamatorio. En el
contexto neuroprotector, la urolitina A logré proteger a las células PC12 de la muerte

inducida por medios condicionados derivados de células BV-2 activadas.

Palabras clave: neuroinflamacién, neurodegeneracion, compuestos bioactivos,

urolitinas, microglia.
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1. Introduccion

1.1 Impacto del envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas: un desafio para la salud publica y la
investigacion médica

El envejecimiento es un proceso natural que afecta a todos los seres vivos,
desencadenando transformaciones progresivas en el organismo a medida que
transcurre el tiempo. A lo largo de este proceso, se produce una disminucion en la
capacidad del cuerpo para reparar y reemplazar células dafadas, lo que resulta en
la acumulacion de productos de desecho y dafo celular (Hung et al., 2010). En los
seres humanos, se ha observado que la tasa de division celular y metabolismo
disminuye gradualmente después de los 25 afnos de edad, habiendo alcanzado su
punto maximo en esta etapa de la vida. Como consecuencia de este proceso, se
generan productos metabdlicos y dafos celulares que se acumulan en el organismo
y desencadenan la manifestacion gradual de patologias asociadas con el
envejecimiento (Hung et al., 2010). Las enfermedades neurodegenerativas son
trastornos influenciados por diversos factores, como la edad, la predisposicidon
genética y los factores ambientales. Dichas enfermedades se caracterizan por una
pérdida neuronal selectiva, constituyendo un problema de salud asociado al
envejecimiento (Hung et al., 2010; Love et al., 2008). Entre ellas, se destacan la
enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de Alzheimer (EA), ademas de otras
patologias como la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) (Lin & Beal, 2006). EI aumento en la incidencia y prevalencia de estas
enfermedades ha creado una carga creciente y significativa en los pacientes, sus
familias y el sistema de salud publica. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la cantidad de personas mayores de 60 afios esta en constante aumento y
se proyecta que para el afo 2050 puede alcanzar los 2100 millones, casi dos veces
mas que en 2015. A su vez, se estima que la cantidad de individuos de 80 afos o
mas aumentara tres veces para el aino 2050 en comparacion con el 2020, pudiendo
llegar a la cifra de 426 millones (Kontis et al., 2017; Partridge et al., 2018; Prince et
al.,2015). Debido a esta mejora en la esperanza de vida, se espera un aumento en

los préximos afnos de personas con demencia, los cuales actualmente alcanzan la
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cifra de 47,5 millones de personas (Kontis et al., 2017; Partridge et al., 2018; Prince
et al.,2015). Estas enfermedades no solo impactan en la calidad de vida de los
pacientes, sino que también requieren atencion médica y social constante, lo que a
Su vez genera un gran impacto en la economia y el sistema de atencion sanitaria en
general (Duggan et al., 2020). Unicamente en Canada, la tasa neta anual vinculada
a pacientes con demencia es aproximadamente 3900 millones de dolares (Ostbye &
Crosse, 1994), mientras que en un estudio llevado a cabo en Europa se calcul6 que
el costo total vinculado a trastornos mentales y neuroldgicos fue de 798000 millones
de euros (Olesen et al., 2012).

A pesar de la extensa investigacion llevada a cabo durante varias décadas,
las enfermedades neurodegenerativas todavia no tienen una cura efectiva. Los
esfuerzos de investigacidon no han logrado encontrar una estrategia eficaz que
pueda tratar o prevenir estas enfermedades lo que es una limitacion importante para
el campo de la neurologia. Los tratamientos disponibles actualmente se enfocan en
aliviar los sintomas, mejorar la calidad de vida, la movilidad de los pacientes y
reducir el dolor, en lugar de abordar las causas subyacentes de las enfermedades
(Prince et al., 2015; Smith et al., 2012; Zigmond et al., 2022).

1.2 Neuroinflamacion

La neuroinflamacién se refiere a una respuesta inflamatoria que ocurre en el
cerebro y la médula espinal, como resultado de diversos factores patoldgicos,
incluyendo infecciones, traumas e isquemia. Esta respuesta inflamatoria es mediada
por la produccion de distintos mediadores, incluyendo citoquinas proinflamatorias.
Las citoquinas son proteinas secretadas por diversos tipos de células. Las mismas
desempenan un papel fundamental en la comunicacion celular y la modulacion de la

respuesta inmune (Walsh et al., 2014).

Desde el punto de vista estructural, las citoquinas son moléculas de tamafno
variable con un peso molecular que oscila entre 8 y 30 kDa, siendo principalmente
hidrosolubles. Contrario a las hormonas, las citoquinas no se encuentran
almacenadas en forma preformada. En lugar de eso, ejercen su accion

principalmente mediante mecanismos paracrinos, actuando en células cercanas.
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Ademas, pueden tener un efecto autocrino al influir en las propias células que las
producen (De Oliveira et al., 2011, 2011). Las citoquinas se pueden clasificar en dos
categorias: proinflamatorias y antiinflamatorias. Entre las citoquinas proinflamatorias
se encuentran las interleuquinas (IL) 1, 2, 6, 7 y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). En contraste, las citoquinas antiinflamatorias, como la IL-4, IL-10, IL-13 y el
factor transformante de crecimiento beta (TGF-B), actuan para regular y
contrarrestar la inflamacién, ayudando a mantener un equilibrio adecuado en la
respuesta inmune (Becher et al., 2017; De Oliveira et al., 2011; Konsman, 2022).

Aunque las células del SNC que secretan estas moléculas mantienen
niveles bajos de citoquinas proinflamatorias en condiciones normales, situaciones
como infecciones, lesiones y trastornos autoinmunes provocan un notable aumento
en la produccion local de estas moléculas (Rothwell & Hopkins, 1995). Estos
eventos inflamatorios se asocian con enfermedades neurodegenerativas tales como
la esclerosis multiple (EM), la EA y accidentes cerebrovasculares. La regulacion
precisa de las citoquinas en el SNC desempefa un papel fundamental en la
respuesta inmune y en la progresion de estas enfermedades (Rothwell & Hopkins,
1995; Steinman, 2008).

Ademas de las citoquinas, en el contexto neuroinflamatorio también se
producen ciertas quimioquinas, moléculas pequefias y especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las células implicadas en este proceso son principalmente la
microglia y los astrocitos, células residentes en el SNC. Sin embargo, también
participan células endoteliales y células inmunitarias procedentes de la periferia
(Figura 1) (DiSabato et al., 2016).
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Figura 1. Doble cara de la neuroinflamacion: desencadenantes y efectos en el entorno neuronal.

Figura extraida y modificada de DiSabato et al. (2016).

Como se ilustra en la Figura 1, la intensidad y la duracion de la inflamacion
son factores determinantes para establecer si las senales inmunitarias resultan
beneficiosas o perjudiciales para el SNC. La neuroinflamacion puede tener diversas
consecuencias, tanto positivas como negativas. Por un lado, puede desencadenar
respuestas inmunoldgicas vy fisioldégicas necesarias para la defensa y reparacion del
tejido cerebral, pero, en ciertos contextos, la neuroinflamacion puede llevar a
disfuncion sinaptica, muerte neuronal y alteraciones en la neurogénesis (DiSabato et
al.,, 2016). La inflamacion crénica e incontrolada se caracteriza por una mayor
produccion de citoquinas proinflamatorias (e.g. IL-1 y TNF), ROS y otros marcadores
de respuesta inflamatoria. Estos marcadores son evidentes después de un
traumatismo en el SNC y se acompafnan de un importante reclutamiento y trafico de
macréfagos y neutrofilos periféricos al sitio de la lesion (DiSabato et al., 2016). A su
vez, diversos estudios respaldan que citoquinas proinflamatorias, como la IL-1B y el

TNF-a, tienen la capacidad de inducir la pérdida sinaptica y la muerte neuronal
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(Brabers & Nottet, 2006; Cavanagh et al., 2011; DiSabato et al., 2016; Ferguson et
al., 2008; Rizzo et al., 2018). Es crucial destacar que la neuroinflamacion crénica se
considera un factor esencial en el desarrollo y progresién de enfermedades
neurodegenerativas, como se ha evidenciado en investigaciones previas (Hong et
al., 2016; Micheau & Tschopp, 2003). Ademas, el sistema del complemento puede
colaborar en la pérdida inapropiada de terminales sinapticas y desencadenar una

eliminacion inapropiada de sinapsis (Kanmogne & Klein, 2021).

En conclusion, la neuroinflamacién representa una respuesta inflamatoria
cronica del SNC mediada por diversas sustancias, incluyendo citoquinas como la
IL-1B, IL-6, IL-18 y el TNF-a. Esta respuesta conlleva consecuencias tanto
beneficiosas como perjudiciales, donde su intensidad y duracion estan influenciadas
por la naturaleza de los estimulos desencadenantes. Por ende, profundizar en la
comprension de los mecanismos y las vias de regulacién de los fenbmenos de
neuroinflamacion en el SNC, permitira una evaluacion mas precisa de la conexion
entre las noxas cerebrales y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
(DiSabato et al., 2016).

1.3 Microglia: células inmunitarias en el sistema nervioso
central

La microglia son células inmunes residentes del SNC. Tienen su origen en el
saco vitelino, derivando de células progenitoras eritropoyéticas. Posteriormente, se
desplazan hacia el cerebro, distribuyéndose ampliamente por todo el tejido cerebral.
Constituyen aproximadamente del 5 al 10% de todas las células presentes en el
SNC adulto, mostrando una mayor densidad en la sustancia blanca en comparacién
con la sustancia gris (Ginhoux et al., 2013; Zhang & Jiang, 2015). La microglia
desempefia un papel crucial en la respuesta inicial de defensa contra patdgenos y
ante el dano celular o tisular. Ademas de su funcidon en el entorno neuronal, donde
actua como una especie de "vigilante" del sistema nervioso, estas células participan
de manera activa en su desarrollo y mantenimiento (Ginhoux et al., 2013; Lehnardt,
2010). Cuando el cerebro sufre lesiones o enfermedades, la microglia en estado de
reposo se polariza y experimenta cambios tanto en su morfologia como en su

funcionamiento, proceso que a menudo se describe como activacién microglial.
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Estos cambios incluyen una forma mas ameboide, optimizando la capacidad de
eliminar residuos celulares y proteinas anormales (Figura 2) (Graeber, 2010;
Nimmerjahn et al., 2005; Thameem Dheen et al., 2007).

Estado de activacion microglial

Microglia en reposo Microglia activada

) >

Figura 2. Cambio de fenotipo durante la activaciéon microglial. Extraida y modificada de Rawlinson et
al. (2020)

Esta polarizacidon puede clasificarse en dos estados principales: M1y M2. El
estado M1 se asocia con una respuesta proinflamatoria, donde la microglia libera
citoquinas proinflamatorias y especies reactivas, lo que puede contribuir a la
neuroinflamacion y al dafio tisular. En contraste, el estado M2 se relaciona con una
respuesta antiinflamatoria y de reparacién, donde la microglia libera citoquinas
antiinflamatorias y esta involucrada en la reparacion del tejido, la eliminacion de
residuos y la promocién de un entorno cerebral favorable para la recuperacion (J.
Qin et al., 2023; Ransohoff, 2016).

La polarizacién de M1 y M2 es dinamica ya que puede cambiar en funcién
de las sefiales del entorno y las necesidades del tejido cerebral (J. Qin et al., 2023).
La regulacion adecuada de estos estados es crucial para mantener la homeostasis
del SNC (Colonna & Butovsky, 2017; Darwish et al., 2023; J. Qin et al., 2023). En
algunas situaciones, como en casos de lesiones o inflamacion severa, la microglia
puede mostrar una mayor retraccion de sus procesos y una forma mas ameboide.
Sin embargo, en otras circunstancias, especialmente en respuestas inflamatorias
moderadas, las ramificaciones pueden conservarse en cierta medida (Streit et al.,

2000). A nivel molecular, la microglia activada produce y libera diversas moléculas
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como interleuquinas y quimioquinas que participan en la comunicacién celular y en
la regulacién de las respuestas inflamatorias y neuroprotectoras (Graeber, 2010). Sin
embargo, de manera similar a lo que ocurre con la activacion cronica del sistema
inmune, la activacion prolongada de la microglia puede tener consecuencias
perjudiciales para las neuronas. Se ha observado que la liberacion constante de
moléculas potencialmente citotoxicas por parte de la microglia, principalmente del
tipo M1, puede causar dafo neuronal (Jha et al., 2016; Song & Suk, 2017). Esta
activacion persistente y generalizada desencadena y mantiene un estado
proinflamatorio en el sistema nervioso, contribuyendo asi a la neurodegeneracion.
Este proceso estd mediado por la liberacion de diversas moléculas, incluyendo
especies reactivas de nitrégeno (RNS) vy oxigeno, asi como varias quimioquinas y
citoquinas, entre ellas, IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-10 y TNF-a (Figura 3) (Cheng
et al., 2021; Hughes, 2012; Song & Suk, 2017).
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Figura 3. Diferenciacion de células microgliales en distintos fenotipos. Figura adaptada de
Darwish et al, (2023).

Es importante destacar que existen mediadores especificos involucrados en

la respuesta inflamatoria y la activacién del sistema inmunolégico. En este contexto,
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la 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS) emerge como un componente crucial en la
respuesta inflamatoria. Esta enzima, activada especificamente en condiciones
inflamatorias, desempefia un papel fundamental en la generacion de oxido nitrico
(*NO) a partir de L-arginina (Cinelli et al., 2020). Su expresién, desencadenada por
estimulos inflamatorios como la presencia de citoquinas proinflamatorias vy
lipopolisacarido (LPS), revela una conexion directa entre la activacién inmunoldégica
y la produccién de *NO. Dicha enzima ha sido identificada en diversos tipos
celulares, tales como células del sistema inmunolégico, por ejemplo, macréfagos y
monocitos, asi como células del sistema nervioso, incluyendo neuronas y células
gliales como astrocitos y microglia (D’Acquisto et al., 1998; Feinstein et al., 1999;
Kim et al., 1998; Kong et al., 1996; Rao, 2000). También se ha observado su
expresion en células del musculo esquelético, células renales, células epiteliales y
otras, evidenciando su presencia en una variedad de contextos -celulares,
particularmente en situaciones de inflamacién e inmunorregulacién (D’Acquisto et
al., 1998; Feinstein et al., 1999; Kim et al., 1998; Kong et al., 1996; Rao, 2000). Si
bien la INOS desempena un papel esencial en algunos mecanismos fisiolégicos (e.g.
defensa contra patdgenos), su sobreexpresion o falta de regulacion estan asociadas
con diversas enfermedades, entre ellas, enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson (Haas et al., 2002; Koppula et al., 2012; Vannini et al.,
2015). Esta interaccidon entre la polarizacion de la microglia y la participacién de
mediadores como la iINOS subraya la complejidad de las respuestas inflamatorias en
el sistema nervioso, lo cual tiene implicaciones significativas en la salud neuronal y

el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

1.4 Linea celular BV-2 como modelo de neuroinflamacion

Las células BV-2 son una valiosa linea celular de microglia murina
inmortalizada que ha sido ampliamente utilizada en la investigacién (Y. Qin et al.,
2021). Estas células exhiben caracteristicas funcionales similares a la microglia
primaria, lo que las convierte en un sistema experimental valioso para investigar los
mecanismos subyacentes de la neuroinflamacion (Y. Qin et al., 2021; Wu et al.,
2006). Dentro del ambito de los estudios de neurodegeneracion, se ha observado

que las células BV-2, al igual que las microglia primarias, exhiben una expresion
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funcional de la enzima NADPH oxidasa 2. Esta enzima desempefa un papel crucial
en el dafio neuronal inducido por la activacion de la microglia, destacando aun mas
la relevancia de la linea celular BV-2 como modelo experimental para investigar los
mecanismos subyacentes de la neuroinflamacion (Wu et al., 2006). El estudio de
Henn et al. (2009) reveld un hallazgo que establece un nexo entre las células BV-2 y
la microglia primaria. Se observé que el 90% de los genes inducidos por el LPS en
células BV-2 también estaban presentes en la microglia primaria, generando un
patrén similar de inflamacién (Henn et al., 2009). En este contexto, es importante
considerar el entorno inflamatorio y las interacciones con otras células del sistema
inmunologico al investigar la funcion y la respuesta de la microglia en las
enfermedades neurodegenerativas. En tal sentido, resulta relevante mencionar que
las células BV-2 han demostrado la capacidad de desencadenar una respuesta
inflamatoria en astrocitos al ser estimuladas con LPS. Este hallazgo guarda relacion
con el papel de la microglia primaria en la promocion de un fenotipo inflamatorio en
astrocitos en condiciones in vivo, lo que respalda aun mas la validez de las células
BV-2 como un modelo experimental relevante para investigar los mecanismos
involucrados en la neuroinflamacion (Falsig et al., 2006; Henn et al., 2009;

Timmerman et al., 2018).

1.5 Relevancia de la alimentacion en las enfermedades

neurodegenerativas

Estudios previos han demostrado que ciertos habitos de vida pueden estar
asociados con un enlentecimiento del deterioro cognitivo asociado al envejecimiento.
Se ha observado que adoptar una dieta saludable, realizar actividad fisica
regularmente, evitar fumar, reducir el consumo de alcohol y mantener un indice de
masa corporal saludable puede contribuir significativamente a postergar el proceso
de envejecimiento cerebral entre 2 a 5,8 anos (Dumas, 2017; Everitt et al., 2006;
Pan et al., 2023).

A su vez, se ha establecido una correlacién entre la adhesion a un estilo de

vida mas saludable y una disminucién en el nivel de marcadores estructurales
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cerebrales relacionados con la neurodegeneracién en individuos de mediana y
mayor edad (Pan et al., 2023).

Un patron de alimentacion paradigmatico de esta correlacion positiva es el
que sigue los principios de la dieta mediterranea, destacada por su elevado
consumo de vegetales, frutas, leguminosas, pan y otros cereales con bajo
refinamiento, frutos secos y semillas, asi como un alto consumo de aceite de oliva.
Por otra parte, presenta un bajo consumo de carnes rojas, siendo los pescados
grasos la fuente principal de proteina. Los alimentos que integran este patron
alimenticio son ricos en componentes bioactivos, vitaminas, minerales y fibra
(Hernandez et al., 2018; Tosti et al., 2018).

Este tipo de alimentacién ha sido respaldada por diversos estudios que
abarcan poblaciones tanto europeas como estadounidenses, demostrando su
impacto positivo en la salud cardiovascular. A su vez, la evidencia confirma que una
mayor adherencia a este patrén alimenticio se asocia sistematicamente con una
reduccion en la incidencia de enfermedades cardiovasculares y una mejora en la
longevidad (Buckland et al., 2009; de Lorgeril et al., 1994, 1999; Knoops et al., 2004;
Martinez-Gonzalez et al., 2011; Trichopoulou et al., 2003). Ademas, se ha observado
una asociacién inversa entre la adherencia a la dieta mediterranea y el riesgo de
obesidad (Beunza et al., 2010; Panagiotakos et al., 2006; Schroder et al., 2004).

Sumado a eso, adoptar una dieta mediterranea se vincula con la prevencion
de diversos tipos de canceres, mostrando que podria reducir aproximadamente el
25% de los canceres colorrectales, entre el 15% y el 20% de los canceres de mama,
y del 10% al 15% de los tumores de prostata, endometrio y pancreas (Trichopoulou
et al., 2000). Asimismo, la dieta mediterranea se asocia con mejoras cognitivas y un
menor riesgo de demencia. Se postula que estos beneficios estan relacionados con
componentes especificos de la dieta, como los acidos grasos omega-3 y
compuestos bioactivos, que pueden inhibir la neuroinflamacion asociada con
enfermedades neurodegenerativas. La amplitud de estos beneficios posiciona a la
dieta mediterranea como un enfoque integral para la promocion de la salud en
diversos aspectos (Berding et al., 2021; Loughrey et al., 2017).

La dieta DASH, cuyas siglas corresponden a "Dietary Approaches to Stop
Hypertension" (Enfoques Dietéticos para Detener la Hipertension), ha emergido
como un enfoque integral para reducir la presion arterial y promover la salud

cardiovascular (Hinderliter et al., 2011). En contraste con la tradicional atencion
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centrada en nutrientes especificos, la dieta DASH se enfoca en patrones
alimenticios saludables que han demostrado beneficios para disminuir la presion
arterial. Este enfoque dietético se caracteriza por su énfasis en la inclusiéon de frutas,
verduras, productos lacteos bajos en grasa, cereales integrales, aves, pescado y
nueces. Simultaneamente, busca minimizar el consumo de carnes rojas y bebidas
azucaradas (Hinderliter et al., 2011). Aunque no se identifica un nutriente especifico
clave para reducir la presion arterial, la dieta DASH destaca por ser rica en potasio,
magnesio, calcio y fibra, mientras mantiene bajos niveles de grasas saturadas. Su
impacto positivo se ha observado en diversos grupos de poblacion,
independientemente de la edad, el género o el nivel de actividad fisica,
consolidandose como una opcion accesible y efectiva para quienes buscan mejorar
su salud cardiovascular y disminuir la presién arterial (Svetkey et al., 1999).

La dieta MIND, acronimo de Mediterranean-DASH Diet Intervention for
Neurodegenerative Delay, representa una fusion de los patrones alimenticios
mediterraneo y DASH, con ajustes especificos respaldados por evidencias
cientificas para favorecer la salud cognitiva y reducir el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas (Barnes et al., 2023; Devranis et al., 2023; Koch & Jensen,
2016; Morris, Tangney, Wang, Sacks, Barnes, et al., 2015; Morris, Tangney, Wang,
Sacks, Bennett, et al., 2015). Este enfoque dietético pone énfasis en el aumento de
alimentos vegetales, en particular hortalizas de hojas verdes, bayas, cereales
integrales, pescado, aceite de oliva y vino, mientras limita el consumo de alimentos
de origen animal y aquellos ricos en grasas saturadas (Kang et al., 2005; Kheirouri &
Alizadeh, 2022; Morris, Tangney, Wang, Sacks, Bennett, et al., 2015). En el estudio
transversal de Salari-Moghaddam et al. (2019) sobre la dieta MIND, se exploré la
asociacion entre la adherencia a esta dieta y los trastornos psicologicos. Se
encontré que una mayor adherencia a la dieta MIND se asocia significativamente
con menores probabilidades de depresion y angustia psicolégica. Sin embargo, esta

relacion se observé solamente en mujeres (Salari-Moghaddam et al., 2019).

En el estudio de Berendsen et al. (2018) que contd con la participacion de
16.058 mujeres mayores, encontraron una asociacion lineal entre la adherencia a la
dieta MIND y mayores puntuaciones de memoria verbal. Sin embargo, esta relacion
no se observd en términos de una mejora en la cognicion global (Berendsen et al.,

2018). Por otra parte, en el estudio de Cherian et al. (2019) que incluyé a 106
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adultos mayores, se demostré que una mayor adherencia a la dieta MIND se vincula
con una ralentizacién en la tasa de deterioro cognitivo global, asi como con mejoras

en la memoria semantica y la velocidad de percepcién (Cherian et al., 2019).

De igual manera, en el estudio prospectivo de Munoz-Garcia et al. (2019)
realizado con 806 adultos mayores sin deterioro cognitivo inicial encontraron que
una mayor adherencia a la dieta MIND se asocia con mejoras en la funcién cognitiva

después de 6 anos de seguimiento (Munoz-Garcia et al., 2019).

La dieta paleo, conocida también como la dieta de la Edad de Piedra, se
fundamenta en el consumo de alimentos que eran comunes durante el Paleolitico,
entre 2,5 y 0,01 millones de afios antes del presente (Jonsson et al., 2009). La dieta
paleo abarca una amplia gama de alimentos, como frutas, verduras, carne, pescado,
nueces y huevos, mientras que excluye cereales, legumbres, productos lacteos,
azucar, sal y alimentos procesados (Blomquist et al., 2018; Manousou et al., 2018;
Otten et al., 2019). Ademas, estudios han indicado que la dieta paleo tiende a ser
mas saciante por caloria en comparacion con la dieta mediterranea (Jonsson et al.,
2010; Lindeberg et al., 2007).

A su vez, la adherencia a esta dieta demostré reducir los niveles de
triacilglicerol, la presion arterial diastdlica, asi como el peso, el IMC y la
circunferencia de cintura en comparacién con una dieta disefiada para la diabetes,
centrada en una mayor ingesta de verduras, frutas, tubérculos, fibra dietética, pan
integral y otros productos de cereales integrales (Jonsson et al., 2009).

Aunque existen diversas dietas, todas comparten un denominador comun,
promover una alimentacion equilibrada y basada en alimentos naturales. Los
productos naturales, como los compuestos bioactivos presentes en ciertos alimentos
de origen vegetal, han demostrado tener la capacidad de modular la polarizacion de
la microglia hacia los fenotipos M1 y M2, lo que puede ser beneficioso en el
tratamiento y la prevencién de enfermedades neurodegenerativas (Capiralla et al.,
2012; X. Jin et al., 2019). La investigacion en el campo de la nutricion respalda la
idea de que la eleccion consciente de alimentos puede tener un impacto significativo
en la salud a largo plazo. Estas estrategias alimenticias van mas alla de la simple
restriccion caldrica o la eliminacion de grupos alimenticios, centrandose en la calidad

nutricional para promover la salud y prevenir diversas condiciones médicas.
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1.6 Influencia de la alimentacion en la microbiota intestinal

La interconexién entre la microbiota y el cerebro es un campo de estudio
que revela la complejidad de la comunicacion entre estos dos sistemas
aparentemente separados. Diversas vias, como el sistema inmunolégico, el
metabolismo del triptéfano, el nervio vago y el sistema nervioso entérico, participan
en este diadlogo. En este sentido, metabolitos microbianos, entre los que se incluyen
acidos grasos de cadena corta, aminoacidos de cadena ramificada vy
peptidoglicanos, desempefian un papel clave y pueden modificar diversos aspectos
de la salud y el bienestar de los individuos (Cryan et al., 2019). Conforme
avanzamos en el proceso de envejecimiento, se evidencia una disminucion
significativa en la diversidad microbiana, sugiriendo que el impacto de los
microorganismos en nuestro organismo es dinamico y puede experimentar
transformaciones notables con el tiempo (Cryan et al., 2019). En tal sentido, se ha
demostrado que llevar una alimentacion variada, rica en vitaminas, minerales, fibra,
acidos grasos mono y poliinsaturados, tiene la capacidad de regular la proliferacion
de ciertas bacterias en la microbiota intestinal afectando directamente el cerebro y el
comportamiento (Sanchez-Morate et al., 2020; Turnbaugh et al., 2008). Este patron
alimenticio fomenta el aumento de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium y
Lactobacillus, al mismo tiempo que disminuye la proliferacion de patégenos,
contribuyendo asi a una microbiota mas diversa y asociada con una mejor salud en
individuos de edad avanzada (Sanchez-Morate et al., 2020).

Por otro lado, se ha observado que mantener una dieta alta en acidos
grasos saturados genera un aumento en la proliferacion de Firmicutes y
Proteobacterias, al mismo tiempo que disminuye la presencia de Bacteroides en la
microbiota intestinal. Este desequilibrio en la composicion bacteriana se ha
relacionado con condiciones de salud adversas, como la obesidad, arteriosclerosis,
hipertension arterial y otras patologias (Sanchez-Morate et al., 2020).

En el estudio de Servick, K. (2018) se observé la presencia de bacterias en
los vasos sanguineos cerebrales a través de micrografias de cerebros humanos
(Servick, K, 2018). Estas bacterias, junto con las toxinas provenientes del intestino,

podrian comprometer la integridad de la barrera hematoencefalica, lo que a su vez
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podria contribuir al inicio temprano de procesos inflamatorios al estimular las células
microgliales (Kowalski & Mulak, 2019; Pistollato et al., 2018).

En resumen, la alimentacion desempena un papel destacado en la
interaccidn entre la microbiota y el cerebro, influenciando no solo la salud intestinal
sino también la funcién cerebral y el comportamiento (Marlow et al., 2013; Mitsou et
al., 2017). Adoptar una dieta variada y equilibrada, rica en nutrientes esenciales, se
presenta como una estrategia crucial para mantener la diversidad microbiana y
promover una microbiota beneficiosa a lo largo del envejecimiento (Cryan et al.,
2019).

1.7 Rol de compuestos bioactivos derivados de alimentos en

el proceso de envejecimiento cerebral

Los compuestos bioactivos, son metabolitos secundarios presentes en
reducidas cantidades en los alimentos que poseen funciones que exceden las
meramente nutricionales, pudiendo aportar significativos beneficios a la salud
(Barabasi et al.,, 2020; Teodoro, 2019). Los polifenoles son una variedad de
compuestos bioactivos que contienen anillos fendlicos en su estructura. Estos se
dividen en cuatro subclases, cada una exhibiendo una estructura quimica unica que
define sus propiedades bioactivas y su distribucion en distintos alimentos de origen
vegetal. Estas subclases son: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos.
Todos ellos tienen propiedades bioactivas las cuales han sido investigadas por sus
posibles efectos beneficiosos para la salud (Pandey & Rizvi, 2009). La evidencia
acumulada indica que incorporar alimentos con alto contenido de polifenoles, tales
como frutas, verduras y cereales integrales, puede disminuir el riesgo de padecer
diversas enfermedades cronicas, incluyendo cancer, enfermedades
cardiovasculares, inflamacién cronica y otros trastornos degenerativos. Ademas, se
ha comprobado que el consumo de dietas ricas en estos compuestos puede mejorar
ciertas funciones cognitivas en adultos mayores, en particular en lo que se refiere al
aprendizaje de nuevas actividades y la memoria (Milner, 1994; Scalbert et al., 2005;
Witte et al., 2014).
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Se ha demostrado que los compuestos presentes en los extractos de té
verde y blanco poseen la capacidad de inhibir la acetilcolinesterasa, sugiriendo asi
su potencial en el tratamiento de trastornos asociados con el envejecimiento, como
la EA. Ademas, estos polifenoles mostraron cierta proteccion en neuronas corticales
primarias de ratas, ofreciendo defensa contra la citotoxicidad inducida por la proteina
beta-amiloide (Ag) (Okello et al., 2012; X.-Y. Qin et al., 2012).

De igual forma, el resveratrol, un polifenol que se encuentra en abundancia
en las uvas, ha demostrado inhibir la formacién de fibrillas del péptido Ag y actuar
contra la neurotoxicidad inducida por Ag, la cual se logra mediante la inhibicion de la
INOS (Feng et al., 2009; T.-C. Huang et al., 2011). Ademas, estudios en cultivos
celulares han demostrado que el resveratrol aparte de modular los ARNm de
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de TNF-a relacionados a procesos inflamatorios,
confiere neuroproteccion al activar la proteina SIRT1. Esta proteina, perteneciente a
la familia de las sirtuinas, ha sido asociada con diversos procesos celulares, incluida
la regulacion del envejecimiento y la respuesta a situaciones de estrés. En base a
esto, el resveratrol podria desempenar un papel importante en la proteccion
neuronal y potencialmente contribuir a la prevencion de trastornos
neurodegenerativos (Ho et al., 2010; F. Jin et al., 2008; Shindler et al., 2010). Se ha
demostrado que el pterostilbeno, un derivado del resveratrol, puede influir en la
regulacion de la expresién del receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa
(PPAR-a), una familia de proteinas que actuan como factores de transcripcion en el
nucleo celular. En este contexto, el pterostilbeno ha demostrado tener un efecto
significativo al ejercer una regulacién negativa y normalizar la expresion de PPAR-«
disminuyendo la neuroinflamacion (Chang et al., 2012).

La flavanona liquiritigenina presente en la planta de regaliz, ha demostrado
mejorar la memoria en ratones Tg2576 utilizados para estudios de EA. Este
beneficio se atribuye a su capacidad para atenuar la astrocitosis y reducir la
expresion de Notch-2, un factor que puede contribuir al declive neuronal (Liu et al.,
2011).

Por otro lado, la isoflavona de soja demostré tener propiedades
prometedoras al revertir el deterioro de la memoria en ratas. Este efecto beneficioso
se atribuye a la capacidad de la isoflavona para reducir la expresion de NFxB, un
factor de transcripcion implicado en procesos inflamatorios y degenerativos (Ding et
al., 2011).
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A su vez, las flavonas, como crisina, apigenina y luteolina, han demostrado
regular positivamente importantes factores de transcripcidon de la via ERK/Nrf2, una
red de sefAalizacién intracelular, que desempefia un papel crucial en la respuesta
celular al estrés oxidativo. Entre estos factores se encuentran la enzima glutamato
cisteina ligasa (GCLC), y la subunidad modificadora de glutamato-cisteina ligasa
(GCLM). Esta regulacién positiva ejercida por las flavonas contribuye a combatir el
estrés oxidativo (C.-S. Huang et al., 2013).

Estos son solo algunos ejemplos de los numerosos compuestos bioactivos
presentes en los alimentos. Desde polifenoles y flavonoides hasta carotenoides, esta
diversidad de sustancias naturales han demostrado su capacidad para actuar en

diversos procesos celulares.

1.8 Urolitinas

Los elagitaninos (ET) son compuestos complejos que contienen uno 0 mas
restos de acido hexahidroxidifénico (HHDP) esterificados a un poliol, como la
glucosa. Este acido, a su vez, puede experimentar una lactonizacion espontanea,
formando acido elagico (AE) como producto final (Al-Harbi et al., 2021). El AE es un
compuesto presente en diversas frutas, como las frutillas, frambuesas, granadas,
arandanos y nueces, asi como en algunas verduras y legumbres. Su estructura
quimica se indica en la Figura 4 (Arts & Hollman, 2005; Heber, 2008; N. P. Seeram
et al., 2004; N. P. Seeram, 2008).

HO OH
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Figura 4. Acido elagico, producido a partir de la hidrélisis de los elagitaninos. Figura extraida y
modificada de Espin et al. (2013).

La estructura quimica de los ET produce un impacto significativo en su
actividad bioldgica y reactividad quimica. Su complejidad estructural y tendencia a
la hidrélisis son factores criticos que afectan su impacto en la salud (Klimczak &
Krél, 2010). Se ha evidenciado que tanto el AE como los ET no solo poseen la
capacidad de mejorar la funcién celular en diversos 6érganos y sistemas del cuerpo,
sino que también pueden ejercer un impacto beneficioso en la salud en general
(Heber, 2008; Larrosa, Garcia-Conesa, et al., 2010; Scalbert et al., 2005; D. H.
Seeram Risa N. Schulman, Navindra P., 2006).

Varios estudios en modelos animales han demostrado que el AE y los ET
pueden tener efectos antioxidantes debido a la presencia de multiples grupos
hidroxilo en posicion orto lo que les confiere la capacidad para donar atomos de
hidrogeno y estabilizar electrones desapareados (Gil et al., 2000; Nicoli et al., 1999).
Ademas, se ha observado que estos compuestos pueden modular positivamente la
expresion de enzimas antioxidantes, proporcionando asi una defensa adicional
contra el estrés oxidativo en sistemas bioldgicos (Balsano & Alisi, 2009; Kahkdnen et
al., 2012; Vattem & Shetty, 2005; Wojciechowska & Kujawska, 2023). Por otra parte,
se ha observado que estos compuestos poseen efectos antiinflamatorios, lo que
podria ayudar a prevenir enfermedades como el cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (BenSaad et
al., 2017; Javaid et al., 2021; Karlsson et al., 2010; Kwok et al., 2023; Larrosa,
Gonzalez-Sarrias, et al., 2010; N. P. Seeram et al., 2007; Whitley et al., 2003).

Ademas de sus probables efectos directos antes mencionados, el AE puede
ser metabolizado por algunas bacterias intestinales dando lugar a compuestos
secundarios conocidos como urolitinas, derivados de la dibenzopiran-6-ona (Cerda
et al., 2005). Contrariamente a los ET, las urolitinas tienen la capacidad de ser
absorbidas. Ademas se ha demostrado que estos compuestos bioactivos tienen la
capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, propiedad que ha despertado el
interés en investigar los efectos de estas moléculas a nivel del SNC (Gasperotti et
al., 2015; Yuan et al., 2016).

El proceso metabdlico de los ET hacia las urolitinas comienza tras la ingesta

de alimentos ricos en ET. Estos compuestos experimentan la hidrélisis en el
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estobmago, convirtiéndose en AE. Posteriormente, la microbiota intestinal inicia el
proceso de descarboxilacidon y deshidroxilacién del AE, generando distintos tipos de
urolitinas. Entre ellas, destacan la urolitina A (UA), urolitina B (UB), urolitina C (UC) y
urolitina D (UD), las cuales varian en la posicion y cantidad de grupos hidroxilo (-OH)
presentes en sus estructuras (Figura 5) (Espin et al., 2013; Garcia-Villalba et al.,
2019; Zhao et al., 2015).
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Figura 5. Esquema de la metabolizacién del acido elagico y estructura de los diferentes tipos de
urolitinas. Disefiada en BioRender.

La conversion de los ET y el AE en urolitinas depende de la microbiota
intestinal de cada persona, siendo la UA el principal metabolito encontrado en la
orina. Sin embargo, se han observado casos en los que también se excretan otros
metabolitos como la UB e isourolitina A (IUA). La presencia de diferentes urolitinas
en la orina sugiere variabilidad en la capacidad de metabolizacion entre individuos
destacando la importancia de la microbiota intestinal en este proceso
(Tomas-Barberan et al., 2014; V. Selma et al., 2014).

La serie de descarboxilaciones que da lugar a los diferentes tipos de
urolitina comienza con la formacién de la urolitina M-5, un metabolito que surge tras
la apertura y descarboxilacion de uno de los anillos lactona del acido elagico. Tras

esta etapa inicial, se desencadena un proceso metabdlico complejo que conduce a
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la generacion de diversos derivados. De la urolitina M-5 se originan isdmeros de
tetrahidroxi-urolitina, entre los cuales se destacan la urolitina D y la urolitina M-6,
mediante la eliminacion de un grupo hidroxilo de distintas posiciones.
Posteriormente, se inicia la fase de formacién de trihidroxiurolitinas, representadas
por la urolitina C y la urolitina M-7, tras la eliminacion de un segundo hidroxilo. Este
proceso continua con la produccion de dihidroxurolitinas, entre las cuales se
incluyen la urolitina A e isourolitina A, que resultan de la eliminacion de un tercer
hidroxilo. Por ultimo, la iso-urolitina A da origen a la urolitina B, que se caracteriza
por tener un solo grupo hidroxilo (Espin et al., 2013). Este proceso se esquematiza

en la Figura 6.
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Figura 6. Proceso metabdlico de los elagitaninos y el acido elagico en urolitinas. Imagen modificada
de Espin et al. (2013).

La investigacion sobre las urolitinas ha despertado un gran interés debido a
sus prometedoras propiedades. Estos compuestos, una vez absorbidos, tienen la
capacidad de llegar a diferentes partes del cuerpo, donde desempeinan diversas
funciones bioldgicas. Entre estas funciones, destacan su potencial como agentes
antiobesidad, antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos (Abdulrahman et
al., 2020; Piwowarski et al., 2017; Zhao et al., 2015).
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Se ha planteado la posibilidad de clasificar a las urolitinas como postbiéticos,
siguiendo la definicibn debatida recientemente por la International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP). En este contexto, un postbidtico
se define como una preparacibn de microorganismos inanimados y/o sus
componentes que confiere un beneficio para la salud del huésped. Este término se
ajusta adecuadamente a sustancias derivadas después de que los microorganismos
ya no estan vivos, es decir, inanimadas, muertas o inactivadas. Los microbios que
conforman un postbidtico pueden ser células inanimadas, células intactas o
fragmentos estructurales de microorganismos. En el caso de las urolitinas, una vez
generadas por la microbiota intestinal a partir de ET, podrian considerarse
postbidticos al proporcionar beneficios para la salud, como se ha observado en
alguno de los estudios mencionados a continuacion (Salminen et al., 2021; Vinderola
et al., 2022; Yelin et al., 2019).

En el estudio de Abdulrahman et al. (2020) se indagé sobre los efectos de la
UA y UB en un modelo de obesidad en ratas con una dieta alta en grasas. Se
encontré que, tanto UA como UB, lograron reducir el peso corporal y el tejido
adiposo visceral, ademas de disminuir la expresion de genes relacionados con la
lipogénesis, como SREBP1c y LXRa. Por su parte, se observé un aumento en la
expresion de PPARa, provocando una mayor oxidaciéon de acidos grasos, lo que
sugiere su potencial para combatir la obesidad (Abdulrahman et al., 2020).

En estudios in vitro, se ha comprobado que los efectos antitumorales de las
urolitinas se deben a su capacidad de inhibir la proliferacién celular. Estos
experimentos demuestran que las urolitinas bloquean la progresion del ciclo celular y
promueven la apoptosis en células tumorales. Ademas, se ha observado que estos
componentes modifican moléculas de sefalizacion clave, como p53 y cMYC, las
cuales desempefian un papel fundamental en la regulacion de la proliferacion celular
(Cho., 2015; Lv et al., 2019).

A su vez, se ha observado que estos compuestos bioactivos presentan
efectos antiinflamatorios importantes al reducir la expresiéon de mediadores que
intervienen en la regulacion de la inflamacion, tales como el TNF-a, MCP-1 y
diversas interleuquinas, como la IL-183, IL-6, IL-8, entre otras (Boakye et al., 2018;
Casedas et al., 2020).
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En el estudio de Ryu et al. (2016) se logré caracterizar bioldgicamente los
efectos de las urolitinas utilizando el organismo modelo C. elegans. Se evidencio
que una dieta enriquecida con distintas urolitinas a lo largo de la vida prolonga
significativamente la supervivencia de C. elegans en comparacién con el grupo
control. EI aumento en la longevidad fue de 45,4% con UA, 36,6% con UB, 36,0%
con UC y 19,0% con UD, y esto fue atribuido al incremento de la mitofagia (Ryu et
al., 2016). La mitofagia es un proceso de eliminacion selectiva de mitocondrias
dafiadas la cual se ve comprometida durante el envejecimiento y en enfermedades,
como el Parkinson y el Alzheimer (Kerr et al., 2017; Malpartida et al., 2021).

En el modelo de ratdn transgénico APP/PS1, la UA logré mejorar el deterioro
cognitivo, prevenir la apoptosis neuronal y promover la neurogénesis (Gong et al.,
2019). En un modelo que emplea células N2a diferenciadas y cultivos primarios de
neuronas, se evidencid® una mejora sustancial en la evaluacién del déficit
neurologico en las células expuestas a la UA. Asimismo, se observo que la este
compuesto bioactivo ejercié un efecto significativo en la mitigacién de la lesion

neuronal isquémica (Ahsan et al., 2019).

Estas evidencias resaltan los diversos efectos probados de las urolitinas,
subrayando la necesidad de profundizar en el estudio de la neuroproteccién, que

hasta ahora no ha sido suficientemente explorado.

En el marco de este proyecto, se realizdé una investigacién con células de
microglia de la linea BV-2. El propésito principal fue emplear un modelo celular, que
sea facil de manipular y tenga relevancia para la investigacion biomédica. Dicho
modelo ha sido previamente utilizado con éxito en investigaciones similares lo que
respalda su eficacia y su potencial para obtener resultados significativos (DaSilva et
al., 2019; Toney et al., 2021; Xu et al., 2018).

Al utilizar células de microglia, pudimos explorar la respuesta inflamatoria y
los cambios asociados en estas células en presencia de compuestos bioactivos, con
especial énfasis en las urolitinas. Esto nos permiti6 avanzar en el conocimiento de
cémo las urolitinas pueden modular la respuesta inmunitaria en el sistema nervioso y

su potencial como agentes terapéuticos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo general de este proyecto consiste en desarrollar y caracterizar un
modelo celular que permita estudiar los efectos neuroprotectores de componentes

bioactivos provenientes de alimentos, con énfasis en el estudio de urolitinas.

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos consisten en:

1. Implementar y caracterizar cultivos de microglia BV-2, estableciendo las
condiciones Optimas para su activacion.

2. Evaluar los efectos de las urolitinas sobre la linea celular BV-2 en condiciones
basales.

3. Estudiar los efectos neuroprotectores de las urolitinas sobre las células BV-2

activadas.

3. Hipétesis de trabajo

La inflamacidén neuronal es un fendmeno que se manifiesta en los trastornos
neurodegenerativos y su causa esta vinculada al papel desempenado por las células
microgliales en dicho proceso. Por consiguiente, la propuesta de investigacion se
centra en la creacion y descripcion de un modelo de células microgliales. A través de
este modelo desarrollado con células microgliales de la linea BV-2, se podra llevar a
cabo una evaluacién de los efectos neuroprotectores provenientes de compuestos
bioactivos presentes en alimentos naturales, tales como las urolitinas.

Para lograr estos objetivos, inicialmente nos enfocaremos en optimizar las
condiciones de crecimiento de los cultivos celulares. Posteriormente, procederemos
a evaluar la activacion de estas células mediante diversos estimulos. Luego,
exploraremos los efectos de las urolitinas en células BV-2 en condiciones basales.

Finalmente, evaluaremos la capacidad de las urolitinas para modular la activacion de
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los cultivos de microglia y reducir el dafo neuronal asociado a la produccion de

mediadores proinflamatorios.

4. Materiales y métodos

4.1 Cultivos de linea celular BV-2

4.1.1 Mantenimiento celular

La linea celular BV-2 (cedida por colaboradores del Instituto Pasteur) fue
cultivada en botellas de 75 cm? con 15 mL de medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF). Los cultivos se
mantuvieron en estufa a 37°C, 5% de CO, y humedad saturada. La linea celular se
mantuvo mediante cambios de medio realizados cada 24 o 48 horas, y se llevaron a
cabo subcultivos una vez que las células alcanzaron la confluencia necesaria.

El proceso de repicado se realizd utilizando tripsina-EDTA, enzima
empleada para generar una suspension a partir de las células adheridas.
Inicialmente, se extrajo el medio de cultivo de la botella, seguido de un lavado de las
células con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar las células no
adheridas y los residuos del medio de -cultivo. Posteriormente, se afadio
tripsina-EDTA (4 mL para botellas de 75 cm?) y se incubaron a 37°C durante
aproximadamente 10 minutos para facilitar la accion de la tripsina.

Una vez que se logran desprender las células, se detiene la accién de la
enzima agregando DMEM 10% SBF. Luego, se toma una porcién de la suspension
celular resultante de las botellas y se transfiere a otras botellas de 75 cm? para
mantener el cultivo celular. Finalmente, se ajusta el volumen de medio faltante en las
botellas hasta alcanzar los 15 mL.

Antes de cada experimento, las células fueron sembradas con la confluencia
optima segun la Tabla 1 y posteriormente incubadas a 37°C en DMEM + 10% SBF

durante 24 horas.

29



Tabla 1. Numero de células confluentes correspondiente a cada placa de cultivo utilizada.

Placas de cultivo Nro. de células en confluencia
(células/pocillo)

6 pocillos 1,2x10°
24 pocillos 0,2x108
48 pocillos 0,08x108

4.1.2 Tratamientos celulares

Una vez que las células son plaqueadas en condiciones Optimas de
confluencia (Tabla 1), se les permite adherirse a la placa durante 24 horas.
Posteriormente, se lleva a cabo el cambio a un medio de cultivo libre de suero,
esperando un tiempo de 4 horas antes de realizar los tratamientos con estimulos
activadores. Para estudiar los efectos de las urolitinas en condiciones basales, se
sigue un procedimiento similar, pero se reduce el tiempo de espera a 3 horas antes
de proceder a los tratamientos con urolitinas.

Ademas de estos tratamientos, también se llevan a cabo ensayos
combinados utilizando estimulos activadores y urolitinas de manera simultanea. En
este caso, las células son expuestas a la urolitina a las 3 horas después del cambio
al medio de cultivo sin suero, y una hora después, es decir, 4 horas después del

cambio de suero, se procede a la aplicacion de los estimulos activadores (Figura 7).

» Estimulos

h S —p
4 hrs activadores 24/48 hrs
DMEM S/SBF
— UA
,,,,, 3hrs 24/48 hrs
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Figura 7. Representacion esquematica de tratamientos celulares y activacion celular. Disefiada con

BioRender.

Este enfoque metodolégico permitié estudiar la activacion celular y evaluar
los efectos de las urolitinas en contextos de activacion y respuestas inflamatorias en
las células BV-2, tanto en combinacién con estimulos de activacion como en

ausencia de estos ultimos.

4.1.3 Medios condicionados

Con el objetivo de investigar los efectos de diversos estimulos y tratamientos
con UA, se generaron medios condicionados a partir de células BV-2 activadas.
Para llevar a cabo la generacién de estos medios, las células BV-2 fueron expuestas
a diferentes estimulos activadores, induciendo asi la secrecion de factores
especificos como respuesta a condiciones de estrés. Este medio rico en factores
secretados fue posteriormente administrado a las células PC12 diferenciadas. Las
células PC12 son una linea celular de gran relevancia en la investigacion originadas
a partir de un feocromocitoma suprarrenal. Estas células tienen la capacidad de
diferenciarse al ser estimuladas por el factor de crecimiento nervioso (100 ng/ml de
NGF durante 5 dias), lo que provoca que adquieran una morfologia semejante a la

de las neuronas simpaticas primarias.

Este enfoque nos permitié evaluar el impacto de los factores secretados por
las células BV-2, en condiciones de estrés, en las células PC12. La duracién de la
exposicion de las células PC12 a este medio soluble vari6 en funcién del
experimento, oscilando entre 24 y 48 horas. Asimismo, exploramos la posible
influencia de las urolitinas en la respuesta de las células PC12 a estos factores
solubles, para esto, primeramente preincubamos las células con urolitinas y

posteriormente las expusimos a los medios condicionados.
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4.2 Evaluacion de la viabilidad celular

4.2.1 Toxicidad celular evaluada por MTT

El ensayo de MTT es una técnica ampliamente utilizada para evaluar la
viabilidad celular en estudios de toxicidad y respuesta celular a diferentes
compuestos o tratamientos. Este ensayo se fundamenta en la capacidad de células
vivas 'y metabdlicamente activas para reducir el MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a su forma insoluble de color purpura,
denominada formazan, generando cristales intracelulares. Es importante sefialar que
el MTT mide especificamente la actividad de deshidrogenasas dependientes de
NAD(P)H, tanto mitocondriales como citosdlicas. Un aumento en la formacion de
estos cristales se interpreta como un indicador de la actividad de estas enzimas v,

por ende, como un marcador de viabilidad celular.

Una vez que las células alcanzaron la confluencia deseada y fueron tratadas
con los diferentes estimulos, se procedio al ensayo de MTT.

En la primera etapa, se retiré el medio de cultivo de cada pocillo, seguido de
un lavado de las células con PBS. Posteriormente, se aplicé la solucion de
MTT/PMS, la cual contiene 5 mg de MTT y 0,22 mg de PMS por mL de dPBS. Se
emplearon volumenes de MTT/PMS ajustados de acuerdo al tamafio de la placa
segun la Tabla 2. El volumen resultante de MTT/PMS, una vez sembrado en la

placa, se disolvio al quinto en dPBS.

Tabla 2. Volimenes de MTT/PMS y dPBS correspondiente a los diferentes tamafios de placa

Tamafio de la 6 pocillos 12 pocillos | 24 pocillos 48 pocillos 96 pocillos
placa
MTT/PMS (uL) 320 160 80 40 20
dPBS (uL) 1280 640 320 160 80

A continuacién, se envuelve la placa de cultivo en papel aluminio para
prevenir la oxidacién del reactivo, y se coloca en incubaciéon a 37°C. Durante este

proceso, se observa la formacién gradual de cristales mediante un microscopio
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optico durante aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, se lleva a cabo la
extraccion de los cristales de MTT mediante la utilizacion de dimetilsulféxido

(DMSO) en combinacion con buffer de Sorensen, volumenes utilizados en la Tabla 3.

Tabla 3. Volumenes de buffer de Sorensen y DMSO correspondiente a los diferentes tamanos de

placa
Tamafio de 6 pocillos 12 pocillos 24 pocillos 48 pocillos 96 pocillos
la placa
Buffer de 400 200 100 50 25
Sorensen
(L)
DMSO (uL) 3200 1600 800 400 200

Finalmente, se midi6 la absorbancia de las muestras a una longitud de onda

especifica, tipicamente a 590 nm, utilizando un lector de placas UV-visible.

4.2.2 Citometria de flujo

Se llevé a cabo un andlisis de citometria de flujo utilizando la sonda de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), la cual, al ser internalizada por las células,
es convertida por esterasas intracelulares en un compuesto fluorescente. Este
proceso permite marcar de manera eficiente las células vivas, proporcionando
informacion detallada sobre su viabilidad y actividad metabdlica (Guilini et al., 2015).
Luego de la exposicion a los estimulos y/o tratamientos segun el apartado 4.1.2, las
células fueron incubadas a 37 °C con 10 uM de la sonda disuelta en dPBS durante
30 minutos, utilizando un volumen suficiente para cubrir completamente la superficie
de los pocillos. Este tiempo de incubacion permiti6 que la sonda ingrese
completamente a las células. Posteriormente, se retiré el dPBS con la sonda y se
procedio al desprendimiento de las células mediante el uso de tripsina.

Las células marcadas con la sonda CFDA fueron sometidas a analisis de
citometria de flujo utilizando el Citdmetro de flujo FACS Calibur system de BD

Biosciences. La medicion de la sonda CFDA se llevé a cabo con una longitud de
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onda de excitacion de 492 nm, y la emision de fluorescencia se midié a 512 nm. Los
datos generados por el citobmetro fueron procesados utilizando el software CellQuest
Pro. Este programa facilité la evaluacion cuantitativa de la fluorescencia, permitiendo
una medida precisa de la viabilidad celular y proporcionando informacion detallada

sobre la respuesta de las células a los diferentes estimulos y tratamientos.

4.2.3 Analisis de morfologia celular por microscopia de fluorescencia

Se procedid a examinar los cambios morfologicos de las células BV-2
activadas y expuestas a diferentes concentraciones de UA mediante microscopia de
fluorescencia. Luego del tratamiento, las células fueron incubadas a 37 °C con una
solucion de 10 uM de CFDA disuelta en dPBS, replicando el procedimiento llevado a
cabo en el analisis de citometria de flujo de la seccion 4.2.2. La fase de incubacion
facilito la penetracion efectiva de la sonda en las células. Posteriormente, se
capturaron ocho imagenes en cada pocillo para registrar los efectos morfolégicos

inducidos por los tratamientos.

4.3 Efectos sobre formacion de especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno

4.3.1 Ensayo de Griess

El ensayo de Griess es una técnica ampliamente empleada para determinar
la concentracion de nitritos en muestras biolégicas. Su fundamento radica en la
identificacion de NO-, en medios acuosos, lo que indirectamente se relaciona con la
produccion de *NO (Bredt & Snyder, 1994; Dawson & Dawson, 1995; Guevara et al.,
1998). Este ensayo se basa en la reaccion de los NO, existentes en la muestra con
reactivos especificos, tales como el acido sulfanilico y la naftiletilendiamina. Como
resultado de esta reaccion, se forma un complejo coloreado cuya absorbancia
medida a 540 nm esta directamente relacionada con la cantidad de nitrito presente
en la muestra (Figura 8) (Dawson & Dawson, 1995; Guevara et al., 1998). Después
de tratar las células segun el apartado 4.1.2 y dejarlas reposar durante 48 horas, los

medios condicionados que contenian factores solubles se transfirieron a tubos

34


https://www.zotero.org/google-docs/?abR4D1
https://www.zotero.org/google-docs/?abR4D1
https://www.zotero.org/google-docs/?kA1FzD

Eppendorf previamente etiquetados. Posteriormente, se llevd a cabo el ensayo de
Griess de la siguiente manera: se tomaron 400 pyl de cada medio condicionado de
los diferentes Eppendorf y se agregaron 100 ul de &cido sulfanilico (1%
sulfanilamida en 30% HCI), 100 ul de naftiletilendiamina (0,1% Naftiletiliendamina en
60% HCI) y 100 ul de agua destilada en una nueva placa de cultivo. Para establecer
una referencia de concentracion, paralelamente se construyé una curva estandar

utilizando una solucion patrén de NO7, diluida en DMEM sin SBF.

NO,™

H,NO, H, ¥-Z> H,NO,S
O ros O o
Sulfanilamida y NED

HaNO5S N= N—'NN

Diazoaminobenceno

©©

©©

Figura 8. Reacciones quimicas involucradas en la medicién de NO5 , utilizando el sistema de
reactivos de Griess.

4.3.2 Deteccion de peroxinitrito mediante fluoresceina boronato

Para medir la concentracién de peroxinitrito (ONOO") en las células BV-2, se
empled la sonda de boronato de fluoresceina (FI-B), una sonda de fluorescencia
altamente sensible para la deteccion de ONOO". La sonda FI-B reacciona mas
rapidamente con ONOO- que con otros peroxidos lo que permite la deteccion
selectiva de esta especie reactiva. La reaccién entre el ONOO" y FI-B induce la
liberacién de fluoresceina resultando en un cambio en el espectro de emision con
respecto a la FI-B. Entonces, esta reaccidon puede ser seguida mediante la deteccion

de la fluorescencia emitida por fluoresceina (i.e. Aex=492 nm; Aem=515 nm).
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Figura 9. Cambio en la fluorescencia de FI-B tras la interaccion con peroxinitrito.

Una vez alcanzada la confluencia, las células se trataron con LPS (1 pyg/ml)
e IFN-¥ (0,1 pg/ml) para estimular la produccion de ONOO'. Este tratamiento se
llevé a cabo durante diferentes intervalos de tiempo: 0, 3, 5 y 24 horas. Al finalizar
cada periodo de tratamiento, se procedié a la incubacién con la sonda FI-B (50 uM)
durante un periodo constante de 10 minutos a 37°C. De esta manera, se evalud la
produccion de ONOO- en distintos momentos después de la exposicidon a los
estimulos. En determinados pocillos de la placa, se anadieron inhibidores
especificos como controles para evaluar la fuente de las especies reactivas
detectadas con FI-B. Se incluyé L-NAME (10 mM) como inhibidor de las NOS y DPI
(10mM) como inhibidor de NADPH oxidasas. Ademas de los inhibidores, se utilizé
L-Arg (0,39 mM) en el medio de cultivo que sirvio como sustrato para la sintesis de
NO. El seguimiento de la oxidacion de FI-B se llevo a cabo utilizando un lector de

placas de fluorescencia.

4.4. Produccion de citoquinas proinflamatorias

4.4.1 Extraccion de ARN de células BV-2 activadas

Se llevo a cabo la extraccion de ARN utilizando el reactivo Trizol siguiendo
el protocolo del fabricante (Invitrogen).

El proceso de extraccion de ARN comenzd con la adicion de 400 uL de
Trizol para lisar las células y homogeneizar la muestra. Posteriormente, se agrego
cloroformo y se dejo que el homogeneizado se separara en tres fases distintas: una
fase superior, acuosa transparente que contiene el ARN de interés, una fase

intermedia y una fase inferior, organica de color rojo que contiene ADN y proteinas.
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Luego, se extrajo el ARN de la fase acuosa y se precipitd con 0,2 mL de
isopropanol, asegurando su recuperacion. Se procedié a una purificacion adicional
en donde el precipitado de ARN se incub6é durante 10 minutos a temperatura
ambiente y luego se centrifugd a 12,000g a 4°C durante 10 minutos. Esto resulté en
un pellet blanco que contenia el ARN de interés. El sobrenadante fue retirado con
micropipeta y se realiz6 un lavado del sedimento de ARN con 0,4 ml de etanol al
75%, asegurandose de resuspender completamente. Posteriormente, se volvié a
centrifugar durante 10 minutos a 12,000g a 4°C para recolectar el pellet de ARN. El
sedimento de ARN se seco al aire durante 5 a 10 minutos para eliminar cualquier
residuo de etanol. Finalmente, el ARN de alta calidad se resuspendi6 en un volumen
apropiado de agua libre de ribonucleasas (RNasas).

Antes de proceder con la retrotranscripcion, se realizd una evaluacion de la
calidad del ARN mediante la determinacion de la relacion entre la absorbancia a 260
nm y 280 nm (relacion 260/280). Esta relaciéon es un indicador importante de la
pureza del ARN ya que permite verificar la presencia de contaminantes que podrian

afectar los resultados de los analisis subsiguientes.

Después de la extraccion de ARN, se llevdo a cabo un tratamiento con
DNasas para eliminar posibles contaminantes de ADN que pudieran estar presentes
en la muestra de ARN. Para llevar a cabo este tratamiento, se diluyé 1 ug de ARN
en 5 ul de agua. Luego, se preparo el mix en un tubo separado, que constaba de 3
Ml de agua, 1 pl del buffer de reaccion de DNasa y 0,4 yl de DNasa. Posteriormente,
se agregaron 4,4 pl de esta mezcla al tubo que contenia el ARN diluido y se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se agrego 1
pl de EDTA (25 mM) a cada tubo y se calenté a 65°C durante 10 minutos para
inactivar la DNasa y detener la reaccion.

4.4.2 Retrotranscripciéon y PCR en tiempo real (q-PCR)

Para llevar a cabo la retrotranscripcion de ARN a ADNCc, se preparo una
mezcla de retrotranscripcion en un tubo de reaccion estéril. Este mix incluyd los
siguientes componentes: 1 ul de cebador Random hexamer (200 ng), 1 pul de dNTPs
(10 mM), 4 pl de buffer 5x, 2 pl de DTT (0.1 M), 1 pl de DNasa Out (40 unidades/ml)
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para evitar la contaminacion de ADN residual, y 1 ul de M.MLV RT (200 unidades),
que es la enzima de retrotranscripcién. La incubacién de la mezcla se llevé a cabo
durante 10 minutos a 25°C, seguida de 50 minutos a 37°C y finalmente 15 minutos a
20°C.

Para realizar la g-PCR, se diluyé la muestra de ADNc 1/5 en un volumen de
60 ul de agua. La mezcla 1x se prepardé con los siguientes componentes y
concentraciones: 2,2 yl de agua, 0,9 pl de primers, 5 pl de la mezcla Sybr Green
Qiagen y 1 pl de ADNc. Las condiciones de la PCR se programaron de la siguiente
manera: una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos, seguida
de 40 ciclos de amplificacion con una etapa de desnaturalizacién a 95°C durante 15
segundos y una etapa de apareamiento a 60°C durante 1 minuto. La secuencia de
los primers se puede observar en la Tabla 4.

Después de la amplificacién, se realizdé una curva de desnaturalizacion para
analizar la especificidad de la PCR. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando

el Software Step One v2.3.

Tabla 4. Lista de primers de raton utilizados en la g-PCR.

Gen Forward 5°-3’ Reverse 5’-3’
B-actin GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG
IL-1B TGCTGATGTACCAGTTGGGG CTCCATGAGCTTTGTACAAG
IL-6 GCCCTTCAGGAACAGCTATG CAGAATTGCCATTGCACAAC

4.4.3 Western Blot

Una vez alcanzada la confluencia, las células se activaron con LPS 8 uM y
se las incubd6 durante 24 horas. En algunos pocillos, se utilizé una concentracion de
20 uM de UA junto con los estimulos activadores. Posteriormente, se llevéd a cabo la
lisis celular bajo condiciones estériles utilizando un tampdn de lisis celular RIPPA. A
continuacion, se procedid a cuantificar la concentracion de proteinas en las
muestras, seguido de un calentamiento de 5 minutos antes de sembrarlas en el gel.

Se prepard una muestra con 20-40 ug de proteinas por pocillo las cuales se

cargaron en el gel de poliacrilamida 10%. La electroforesis se establecié al maximo
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de voltaje y a 27 mA. Luego, las proteinas se transfirieron desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa durante 24 horas a 80mA.

Al dia siguiente, se retir6 la membrana, se revelé con Ponceau y luego se
enjuagd con agua destilada. A continuacion, se bloqued con una solucidon de leche
durante 1 hora con el propésito de reducir el ruido de fondo y minimizar los falsos
positivos. Esta solucion de leche se preparé utilizando PBS 1X con un 5% de leche
en polvo. Luego de la transferencia, la membrana se incub6 durante al menos una
hora con anticuerpos primarios especificos para la iINOS (anti-rabbit) y la MnSOD2
(anti-mouse). Como control de la carga de proteina, se empled un anticuerpo dirigido
contra la B-tubulina. Se llevaron a cabo varios lavados con PBS-Tween al 0,1%.
Posteriormente, se utilizé un anticuerpo secundario especifico para la region FC de
cada anticuerpo primario de las proteinas de interés. Tanto para la iINOS como para
la MnSOD2, se utiliz6 un anticuerpo secundario con emision en verde (680 nm).
Para la B-tubulina se utilizé un anticuerpo secundario con emision en rojo (800 nm).
Por ultimo, se realizaron cinco lavados adicionales con PBS-Tween 0,1%. Las
mediciones se realizaron utilizando las longitudes de onda de los anticuerpos

secundarios y se visualizan utilizando el Odyssey-LICOR.
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5. Resultados y discusién

Para comprender el potencial de las urolitihas como agentes
neuroprotectores y su capacidad para contrarrestar el dafo celular en condiciones
neuroinflamatorias, hemos estructurado nuestros hallazgos en tres secciones clave.
En primer lugar, nos enfocamos en caracterizar el modelo de activacion celular,
explorando los cambios y respuestas celulares bajo condiciones de estrés
especificas. En segundo lugar, exploramos los efectos de las urolitinas en células
BV-2 en condiciones basales, donde examinamos como las urolitinas influyen en la
viabilidad y la produccion de nitrito en condiciones no inflamatorias. Finalmente,
evaluamos los efectos de las urolitinas en células BV-2 activadas, investigando su

potencial impacto en este contexto especifico.

5.1.1 Puesta a punto del modelo de activacion

Para poner a punto el modelo de activacion celular de las células BV-2,
llevamos a cabo una serie de experimentos utilizando enfoques variados.
Inicialmente, realizamos experimentos utilizando células cultivadas en medio con un
10% de SBF y placas en confluencia. En esta etapa inicial, nos centramos en
explorar la activacién celular mediante la aplicacion de diferentes concentraciones
de LPS, tomadas de la literatura (Choi & Park, 2012; Lee et al., 2012; Wang-sheng
et al., 2017; Wojciechowska & Kujawska, 2023; Xu et al., 2018). Para poder tener
algun indicio de la activacion celular, se realizé un ensayo de Griess, en el cual, las
células fueron expuestas a concentraciones de LPS en el rango de 0,0001 mg/ml a

0,1 mg/ml durante 24 y 48 horas (Figura 10).
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Figura 10. Determinacion de los niveles de NO, mediante el ensayo de Griess en células BV-2,
tras exposicion a concentraciones de LPS que abarcaron desde 0,0001 mg/ml hasta 0,1 mg/ml,
durante diferentes intervalos de tiempo (24 y 48 horas).

No obstante, los resultados no mostraron un incremento significativo en la
concentracion de NO,, lo cual motivo a la realizacion de ensayos adicionales. En
esta instancia, optamos por emplear una combinacién de LPS e IFN-¥, afiadiendo
también L-arginina, dado que es el sustrato principal de la iINOS (Figura 11). La
adicién de L-arginina fue considerada, ya que la ausencia de este sustrato podria

estar afectando la produccion de nitrito que estabamos observando.
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Figura 11. Ensayo de Griess en células BV-2 expuestas diversos estimulos durante 48 horas,
incluyendo LPS a concentraciones de 0,1 pg/mL y 0,3 pg/mL, asi como IFN-¥ a 0,1 pg/mL vy
L-arginina (1 mM).

Ante la ausencia de hallazgos significativos, se decidio repetir los ensayos
prescindiendo del SBF en el medio de cultivo. El objetivo fue intentar evitar posibles
interferencias por parte de los componentes del SBF (e.g. proteinas de transporte,

factores de crecimiento, nutrientes, etc.) en la activacién mediada por LPS.

En esta nueva fase de experimentacion, se llevd a cabo un ensayo de
Griess con células expuestas a concentraciones de LPS de 1 uyg/mL y 8 ug/mL pero

en ausencia de SBF (Figura 12).
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Figura 12. A. Activacion de células BV-2 expuestas a LPS 1 ug/mL y LPS 8 ug/mL durante 48 horas.
B. Determinacion de los niveles de NO, a diferentes concentraciones de LPS (ensayo Griess). Los
datos se expresan como medias de cuatro repeticiones, £SD, ANOVA unidireccional, * p < 0,01, #p <
0,001.

Sorprendentemente, estos ensayos revelaron un aumento significativo de
NO,  en comparacion con el grupo control, evidenciando una respuesta celular frente
a estas concentraciones especificas de LPS (Figura 12B). Asimismo, al examinar las
células mediante microscopia de campo claro, se detect6 un cambio morfolégico
distintivo (Figura 12A). La transicion hacia una morfologia mas ramificada y un
aumento en el area superficial sugieren adaptaciones fenotipicas en respuesta a la

exposicion al LPS (Sheng et al., 2011).

42


https://www.zotero.org/google-docs/?ni5wa2

5.1.2 Evoluciéon temporal de la producciéon de peroxinitrito a partir de la
oxidacion de FI-B en células BV-2 activadas

Basandonos en los resultados obtenidos bajo las nuevas condiciones,
donde activamos las células BV-2 con LPS, decidimos explorar a fondo la respuesta
celular. Con este fin, empleamos la sonda boronato de fluoresceina para medir la
produccion de peroxinitrito en células BV-2 en diferentes intervalos de tiempo,
sometiéndolas a una doble estimulacion con LPS e IFN-¥ (Figura 13).

El tiempo de observacion comprendido un rango diverso de intervalos de
estimulacioén, incluyendo 0, 3, 5 y 24 horas. Este enfoque nos permitié estudiar la

produccion de peroxinitrito a lo largo del ensayo.
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Figura 13. Oxidacion de la sonda FI-B en células BV-2 estimuladas con LPS (1 pg/mL) e IFN-¥ (0.1
pg/mL) a lo largo del tiempo. A. Curso temporal de oxidacion de FI-B . B. Magnitud de la oxidacion
de FI-B en las células a diferentes tiempos. Los datos se expresan como medias de cuatro
repeticiones, +SD, ANOVA unidireccional, **** p < 0,0001.

Los resultados revelaron un aumento progresivo en la produccion de
peroxinitrito a medida que aumenta el tiempo de exposicion a los estimulos
activadores. En particular, a las 5 horas de estimulacion, se evidenci6 un incremento
en los niveles de oxidantes que interactuan con la sonda FI-B. Este aumento en la
produccion de peroxinitrito a las 5 horas se respaldé con un p-valor bajo (p < 0.0001)
en comparacion con el control. Al llegar a las 24 horas de estimulacion, se

registraron los niveles mas altos de oxidantes que reaccionan con la sonda FI-B,
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manteniendo la significancia estadistica (p < 0.0001) en relacién con el control.
Estos hallazgos destacan la importancia del tiempo de estimulacion en la

produccion de peroxinitrito.

5.1.3 Cambio en la morfologia celular y expresiéon de citoquinas

proinflamatorias

Después de examinar la produccién de especies reactivas en diferentes
periodos de exposicion a diversos desencadenantes, nos enfocamos en investigar la
activacién de las células BV-2 frente a distintos estimulos. Ademas de los que ya
habiamos utilizado, como LPS e IFN-¥, sumamos otros factores adicionales, como
ATP, la proteina a-sinucleina (a-syn), e IL-1B. La eleccién del ATP como estimulo se
basé en su funcidbn como patron molecular asociado a dafio (DAMP) (Di Virgilio et
al., 2020). En este contexto, buscamos evaluar como las células responden a
sefales que indican situaciones de estrés o dafo celular. Por otro lado, la
incorporacion de a-syn se fundamentd en su relacion con patologias
neurodegenerativas, buscando analizar la respuesta de las células BV-2 ante
estimulos vinculados a procesos neurodegenerativos y explorar posibles conexiones
con respuestas inflamatorias (Goedert, 2001).

La observacion de la activacion celular se llevd a cabo 24 horas después de
la exposicion, centrandonos en como variaba la morfologia celular al examinarlas
con el microscopio de campo claro. Los resultados, representados en la Figura 14,
destacaron que los estimulos mas efectivos para inducir cambios morfolégicos hacia
un fenotipo proinflamatorio, fueron el ATP, el LPS y la combinacion de LPS con
IFN-¥.
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LPS+ IFN-y

Figura 14. Impacto de los diferentes estimulos en la morfologia celular (LPS 1 ug/mL, IFN-¥ 0,1
pug/mL, ATP 3 mM, IL-18 50 mg/mL, a-syn 0,02 mg/mL).

Basandonos en estas observaciones morfolégicas, realizamos una g-PCR
para analizar la expresion de citoquinas proinflamatorias, especificamente IL-13 y
IL-6, conocidas por su relacion con contextos inflamatorios (Figura 15). Para esto, se
selecciond una combinacién especifica de los estimulos que previamente

demostraron generar mayores resultados en el cambio morfolégico.
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Figura 15. Expresion de ARNm de IL-18 y de IL-6 mediante g-PCR en células BV-2. A. Se evaluo el
cambio relativo en la expresion del ARNm de IL-1B, normalizado respecto al ARNm de la actina, en
células BV-2 sometidas a distintos estimulos, LPS 1 pg/ml junto con: INF-y 0,1 ug/ml, ATP 3mM o 5
mM. B. Se evalué el cambio relativo en la expresién del ARNm de IL-6, normalizado respecto al
ARNmM de la actina, en células BV-2 expuestas a diversos estimulos, incluidos LPS 1 pg/ml e LPS 1
pg/ml + INF-y 0,1 pug/ml.

A partir de los resultados obtenidos en el experimento, se evidencié un
incremento significativo en la expresion de los ARNm para todos los estimulos en
comparacion con el grupo de control. No obstante, es importante destacar que, al
analizar los diferentes tratamientos, se observo que la combinacion de LPS 1 pg/ml
junto con IFN-¥ 0,1 ug/ml logré generar los aumentos mas notables para las dos
citoquinas evaluadas. Este hallazgo sugiere que existe una respuesta sinérgica
entre el LPS y el IFN-¥ en la modulacién de la expresidn génica de estas citoquinas
proinflamatorias en las células BV-2. Esta interaccidn especifica resalta la
importancia de considerar tanto los estimulos individuales como sus combinaciones

al interpretar los resultados obtenidos.

En resumen, a lo largo de este estudio, exploramos la activacion de las
células BV-2 mediante diferentes enfoques experimentales, probando condiciones
con y sin suero y variando los tiempos de exposicion a diferentes estimulos. En

conclusién, encontramos que la condicion de exposicion a LPS mas INF-y fue la que
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resultd en una mayor activacion de los cultivos de microglia por lo que sera la

utilizada en estudios posteriores.
5.2 Efectos de las urolitinas en células BV-2 en condiciones
basales

5.2.1 Viabilidad de células BV-2 después de la exposicion a diferentes
concentraciones de urolitinas

Después de lograr la activacion de las células, nos enfocamos en investigar

como las urolitinas afectan a las células BV-2 en su estado basal. Para abordar esta
cuestion, iniciamos evaluando su impacto en la viabilidad celular mediante el ensayo
de MTT. Con este fin, después de sembrar las células, las expusimos a diversas

concentraciones de UA, UC y UD, en el intervalo de 5 a 50 yM, manteniendo esta
exposicion durante 24 horas (Figura 16).
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Figura 16. Ensayo MTT para evaluar el efecto de las urolitinas A, C y D sobre la viabilidad de células
BV-2 en estado basal.

Al observar cierta citotoxicidad, especialmente a concentraciones elevadas,
se procur6 investigar los efectos de estos componentes bioactivos a concentraciones
mas bajas. Para esto, se selecciond exclusivamente la UA debido a que es la que
reporta mayores beneficios. Ademas, al igual que la UB, la UA es capaz de atravesar
la barrera hematoencefalica, por lo tanto, nos centraremos en la UA para el resto de
nuestro trabajo. Una vez determinada la eleccion de la UA, se procedio a replicar el
experimento de MTT en células BV-2 en estado basal, exponiéndolas a dicha

urolitina. Este ensayo se realiz6é tanto para exposiciones de 24 como de 48 horas,
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posibilitando asi una evaluacién mas minuciosa de los efectos en la viabilidad celular

a lo largo del tiempo (Figura 17).
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Figura 17. Viabilidad de células BV-2 después de la exposicion a diferentes concentraciones de UA,
evaluada mediante el ensayo MTT. Los datos se expresan como porcentaje sobre las células de
control. A. Resultados correspondientes a una exposicion de 24 horas. B. Resultados
correspondientes a una exposiciéon de 48 horas. Los datos se expresan como medias de cuatro

repeticiones, £SD, ANOVA unidireccional, ** p < 0,01.

Inicialmente, teniamos la expectativa de que las concentraciones de UA no
afectarian negativamente la viabilidad celular, similar a lo que ocurrié en el primer
experimento realizado. Sin embargo, al incubar las células durante 24 y 48 horas con
concentraciones de UA que oscilaban entre 0,5 y 20 uM, observamos que no solo la
UA no redujo la viabilidad celular, sino que logré mejorarla significativamente. Si bien
se observaron mejoras en el rango de 0,5 a 10 uM, la concentracién de 2 yM de este
compuesto demostrd ser la mas efectiva, tanto para la exposicién de 24 horas como
la de 48 horas, en comparacion con las células no tratadas. Estos resultados
muestran una alta significancia estadistica, con un p-valor menor a 0,01 al comparar
el grupo de control con la concentracion de 2 yM durante 24 horas y entre el grupo
de control y las concentraciones de 0,5 uM, 2 uM y 5 yM durante 48 horas. Esto

respalda de manera clara la mejora en la actividad de las deshidrogenasas

48



observada. Ademas, se observé que la concentracion de 20 uM parece tener un
impacto negativo en esta actividad, aunque este resultado no alcanzo significancia
estadistica.

Es importante destacar que el ensayo de MTT, aunque comunmente utilizado
como indicador de viabilidad, se basa en la actividad de deshidrogenasas
dependientes de NAD(P)H, incluyendo enzimas mitocondriales. Por lo tanto, un
aumento en la actividad de estas enzimas podria sugerir una mejora en la funcion
mitocondrial. A su vez, como fue presentado en la introduccion, la UA induce
mecanismos de mitofagia, por los cuales mitocondrias disfuncionantes podrian ser
eliminadas dejando disponible una poblacion de mitocondrias mas eficientes y por lo
tanto con mayor capacidad de reducir al MTT.

Para complementar estos resultados, se llevd a cabo un analisis de
viabilidad bajo las mismas condiciones mediante la técnica de citometria de flujo
(Figura 18). Las células fueron marcadas con diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA), un indicador que evalua la integridad de la membrana celular y la actividad

de las esterasas que hidrolizan el compuesto para producir fluoresceina.
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Figura 18. Andlisis de viabilidad celular por citometria de flujo utilizando diacetato de
carboxifluoresceina en células BV-2 después de la exposicion a diferentes concentraciones de UA. A.
Histograma de fluorescencia para el control, UA 2 uM y 20 pM. B. Andlisis de los resultados de

fluorescencia tras el tratamiento con las distintas concentraciones de UA.
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Al examinar los resultados, se puede observar que la concentracion de 2 uM
de UA generdo una intensidad de fluorescencia mayor en comparacion con las
células de control. Este aumento en la intensidad (Figura 18), indicaria una mejora
en la integridad de la membrana plasmatica y en la actividad de las esterasas
intracelulares. No obstante, la concentracion de 20 uM exhibi6é una disminucion en la
intensidad de fluorescencia, insinuando una posible alteracion en la integridad de la
membrana o en la actividad de las esterasas intracelulares. Estos resultados son

consistentes con las observaciones del ensayo de MTT (Figura 17).

Después de analizar los efectos de la UA mediante ensayos de MTT y
citometria de flujo, quisimos explorar si esta mejora en la viabilidad generaba
cambios morfolégicos como los vistos previamente ante estimulos activadores. Para
este proposito, se utilizé microscopia de fluorescencia con la sonda CFDA (Figura
19). Las condiciones de tratamiento son similares a las empleadas en los

experimentos previos, asegurando consistencia en las evaluaciones de viabilidad.

Urolitina A (uM)

Figura 19. Evaluacion de la morfologia celular mediante microscopia de fluorescencia con sonda
CFDA. A. Imagenes de campo claro y fluorescencia de los diferentes tratamientos con UA

procesadas empleando el software ImagedJ.

A partir de la Figura 19, podemos observar que a bajas concentraciones de
UA (0,5 a 2 uM), las células mantuvieron una morfologia principalmente circular,

similar al grupo de control. A su vez, a 2 yM, el numero de células con morfologia
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activada parecia ser incluso menor que en el grupo de control, donde algunas
células presentaban estas caracteristicas de activacion. Por otro lado, a partir de 5
MM, se evidencié un aumento en el numero de células con morfologia activada,
siendo la concentracion de 20 uM, la que presentd un incremento significativo en el
numero células con un patron similar al de las células activadas por estimulos, como

se muestra en la Figura 14.

5.1.2 Ensayo de Griess en células BV-2 tratadas con UA

Después de observar el impacto positivo de la UA en la actividad celular,
evidenciado en ensayos como el MTT vy la citometria de flujo, nos enfocamos en
investigar si este compuesto bioactivo también podria estar relacionado con cambios
en las concentraciones de nitrito. Para investigar esta posibilidad, se llevo a cabo un
ensayo de Griess en el que evaluamos la produccién de nitrito en células BV-2 en
ausencia de estimulos activadores (Figura 20). Dado los resultados prometedores
en los ensayos previos, decidimos utilizar las mismas concentraciones de UA

manteniendo el tiempo de exposicion en 48 horas.
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Figura 20. Determinacién de los niveles de nitrito a diferentes concentraciones de UA (ensayo
Griess a las 48 hrs de estimulacion). Los datos se expresan como medias de cuatro repeticiones,
+SD, ANOVA unidireccional, * p < 0,05, ** p < 0,01.
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A partir de la grafica, podemos observar un patrén interesante en forma de
campana invertida, observando una reduccion en la produccion de nitrito a
concentraciones mas bajas. El punto minimo se identificé a 2 uM de UA, respaldado
por valores de p-valor inferiores a 0,05 en comparacion con el control. Sin embargo,
a concentraciones mas elevadas, la produccidon de nitrito empezo6 a incrementarse,
superando finalmente los niveles del control a 20 yM de UA. Para futuros
experimentos, se seleccioné la concentracion de 2 yM de UA debido a los

resultados prometedores obtenidos en ambos estudios.

5.3. Efectos de las urolitinas en un contexto inflamatorio

5.3.1 Ensayo de Griess en células BV-2 activadas y tratamiento con urolitina A

Aunque los resultados previos fueron prometedores al mostrar que la UA
reduce los niveles de nitrito en condiciones celulares basales, nuestro enfoque se
dirigi6 hacia la exploracion de su influencia en un contexto mas desafiante y
representativo de condiciones inflamatorias, similares a las que se presentan en los
trastornos neurodegenerativos. En situaciones inflamatorias, las células
experimentan niveles elevados de estrés, desencadenando una respuesta
inmunitaria proinflamatoria que aumenta la producciéon de moléculas como el nitrito.
El experimento con la sonda FI-B, como se detalla en la seccidén 5.1.2, nos permitio
determinar los tiempos 6ptimos de produccion de radicales, estableciendo asi una
base sodlida en la evaluacién de la capacidad de la UA para reducir los niveles de
peroxinitrito en un entorno inflamatorio. En este sentido, para medir los niveles de
nitrito mediante un ensayo de griess, sometimos a las células a concentraciones de
LPS de 1 pg/mL y 8 pg/mL durante un periodo de 48 horas, para acumular todo el
nitrito producido en ese intervalo de tiempo (Figura 21). A su vez, realizamos
tratamientos con UA a una concentracion de 2 uM, ya que fue la concentracion mas

eficaz para reducir los niveles de nitrito en células basales (Figura 20).
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Figura 21. A. Activacion de células BV-2 inducidas por LPS 1 ug/mL y 8 yg/mL y pretratamiento con
UA durante 48 horas. B. Produccion de nitrito en células BV-2 sometidas a LPS 1 pg/mL, LPS 8
pg/mL y preincubacion con UA 2 uM.

Primeramente podemos observar que ambas concentraciones de LPS
lograron inducir un leve aumento en la concentracion de NO,. Sin embargo, el
tratamiento con UA mostré una tendencia a la disminucion de los niveles de nitrito,
acercandolos a valores similares a los basales. De igual forma, es importante
mencionar que no se observd significancia estadistica en estos resultados. Esto
podria deberse al hecho de que los estimulos activadores no generaron cambios
drasticos en la produccion de NO-, en este tipo de células, lo que subraya la
complejidad de la respuesta celular en contextos inflamatorios. A pesar de la
ausencia de significancia estadistica, los resultados mostrarian una tendencia de la

UA para modular la respuesta inflamatoria en un entorno biolégico desafiante.

5.3.2 Cambios en la expresion de iNOS inducidos por urolitina A en células
BV-2 activadas

Con el propésito de investigar si la reducciéon previamente observada en los

niveles de nitrito tras tratamiento con UA, tal como se evidencio en el ensayo de
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griess (Figura 21), podria atribuirse a una inhibicion de la iINOS, realizamos un
ensayo de western blot. En este caso, las células fueron expuestas a una
concentracion de 8 ug/mL de LPS y tratamiento con 20uM de UA durante 24 horas.
Luego, evaluamos la presencia de iINOS y MnSOD por western blot, utilizando

B-tubulina como control de carga (Figura 22).
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Figura 22.A. Western Blot de lisado celular de células BV-2 tras tratamiento con LPS y UA. En
rojo anti tubulina (55kDa), en verde iINOS (131kDa) y anti MnSOD (21 kDa). MW, 1 Control. 2 LPS 8
pg/mL.3 LPS 8 pg/mL + UA 20 uM. B. Andlisis de densitometria de las bandas de western blot
cuantificadas a partir de las relaciones iNOS/Tubulina para los diferentes carriles.

Por un lado, no se observaron cambios significativos en la expresion de
MnSOD bajo este estimulo activador. La naturaleza del ensayo, que proporciond un
unico valor por carril representando la relacién de iINOS y MnSOD con la proteina de
referencia, limité la posibilidad de realizar analisis estadisticos tradicionales como
ANOVA. A pesar de esta limitacion, los resultados sugieren una posible disminucién
en la expresion de la iINOS en las células tratadas con UA en comparacion con
aquellas estimuladas unicamente con LPS. Esta observaciéon es coherente con la
reduccion de los niveles de nitrito en el ensayo de griess y respalda el potencial de
la UA como regulador de la respuesta inflamatoria y la produccion de 6xido nitrico en

un contexto celular activado por LPS.
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5.3.3 Modulacion de citoquinas proinflamatorias por urolitina A en células BV-2
activadas

Tras confirmar la capacidad de la UA para reducir la expresion de la iNOS,
surgio la idea de explorar su impacto en la regulacién de citoquinas proinflamatorias.
Para lograr esto, realizamos una g-PCR implementando una combinacién de LPS e
IFN-y como estimulos activadores. Ademas, implementamos tratamientos con UA y

UC, utilizando concentraciones de 2 yM y 20 uM (Figura 23).
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Figura 23. Expresion de ARNm de IL-13 mediante g-PCR en células BV-2. Se evalué el cambio
relativo en la expresién del ARNm de IL-183, normalizado respecto al ARNm de la actina, en células
BV-2 expuestas a 1 yg/ml de LPS + 0,1 yg/ml de INF-y y preincubadas con UA o UC. Los datos se
expresan como medias de dos experimentos, +SD, ANOVA unidireccional, * p < 0,05.

A partir de los resultados obtenidos, podemos observar que el estimulo
activador utilizado logré aumentar considerablemente la expresion de IL-13, con un
p-valor inferior a 0,05 con respecto al control. Sin embargo, los pretratamientos con
UA, tanto a 2 yM como a 20 uyM, mostraron una reduccion significativa en los niveles
de expresion de esta citoquina proinflamatoria, con p-valores menores a 0,05.
Ademas, se destaca que la concentraciéon de 20 uM de UA generé una mayor
reduccion en la expresion de esta citoquina en comparacidn con la concentraciéon de

2 uM. Si bien la UC mostré una tendencia a reducir los niveles de expresidn, no
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alcanz6 significancia estadistica en ninguna de las concentraciones evaluadas.
Estos resultados, junto con la disminucidn en la expresion de la iINOS, sugieren un
efecto modulador de la UA en condiciones inflamatorias, lo que podria indicar un
potencial beneficio en un contexto terapéutico. No obstante, se requiere una mayor

investigacion para confirmar y comprender completamente el alcance de estos
efectos.

5.3.4 Efectos de urolitinas sobre células PC12

Luego de confirmar que la UA mejoro la viabilidad de las células BV-2 al
favorecer tanto la integridad de la membrana como la actividad de estearasas
celulares (Figura 18), asi como la actividad deshidrogenasa (Figura 17), generamos
medios condicionados de células BV-2. En este experimento, preincubamos las
células PC12 con diversas urolitinas a una concentracion de 20 uM, seleccionada
con base en ensayos preliminares que demostraron ser la concentracion Optima
para estas células en particular. Posteriormente, las células PC12 fueron incubadas
durante 48 horas con los medios condicionados obtenidos de células BV-2 activadas

con LPS 8 ug/mL. Tras este periodo, llevamos a cabo el ensayo de MTT (Figura 24).
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Figura 24. A. Células PC12 expuestas a medios condicionados de células BV-2 activadas
(LPS 8 pg/mL). B. Viabilidad de células PC12 preincubadas con UA, UB y UD, expuestas a medios
condicionados de BV-2 activadas (ensayo MTT). Los datos se expresan como medias de cuatro
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repeticiones, £SD, ANOVA unidireccional, * p < 0,05.

El analisis de los resultados reveld que las células PC12 expuestas
Unicamente a medios condicionados de BV-2 activadas, en ausencia de urolitinas,
experimentaron una disminucidn del 23% en la viabilidad celular. Ademas, se pudo
observar que la UA logré ejercer un efecto protector, al contrarrestar el impacto
adverso del LPS. Sin embargo, es importante destacar que, aunque la UA pudo
atenuar la disminucién de viabilidad causada por LPS, no logré restaurar los niveles
observados en las células basales, lo que sugiere un efecto protector parcial.

En contraste, las UB y UD, a pesar de su administracién en las mismas
condiciones, no lograron mejorar la viabilidad frente a los estimulos nocivos del LPS.
Esto sugiere que la capacidad de proteccion celular es especifica de la UA en este

contexto.
6. Conclusiones y perspectivas

En el marco de esta tesina de grado, hemos logrado implementar de manera
exitosa un modelo de cultivo celular que utiliza microglia BV-2, estableciendo asi una
herramienta valiosa para explorar los efectos de compuestos bioactivos, en

particular, las urolitinas.

Se identificaron las condiciones éptimas para la activacion de estas células,
marcadas por un cambio distintivo hacia una morfologia ramificada. Este cambio
morfolégico estuvo asociado con cambios intracelulares significativos, incluida la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como la generacion de
citoquinas proinflamatorias y la expresion de la iINOS. Estas respuestas celulares
clave fueron observadas principalmente en respuesta a la exposicion al LPS a
concentraciones de 1 y 8 ug/ml. En algunos casos, se destaco una mayor activacion
cuando el LPS se combind estratégicamente con IFN-¥ o con ATP, revelando la

complejidad de las sefales intracelulares disparadas por los diferentes estimulos.

Asimismo, se evidencié que las urolitinas, especialmente la UA, ejerce un

efecto beneficioso en las células BV-2 en condiciones basales cuando se exponen a
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concentraciones que oscilan entre 0,5 y 10 uM. Este fendmeno se traduce en una
mejora significativa de la viabilidad celular, evidenciada mediante el fortalecimiento
de la actividad de deshidrogenasas y esterasas, asi como el mantenimiento de la
integridad de la membrana celular. Adicionalmente, se evidencidé que la UA logro
reducir la concentracion de nitrito en el mismo rango de concentraciones, sugiriendo
de manera destacada su potencial efecto neuroprotector.
Al examinar los efectos de la UA en células activadas, evidenciamos que dicho
compuesto bioactivo es capaz de reducir la concentracion de nitrito acompafado por
una disminucién en la expresion de la INOS. Ademas, la UA logré reducir
significativamente los niveles del ARNm de la IL-B sefalando el potencial de este
postbidtico para modular respuestas inflamatorias en este contexto celular.

A su vez, durante los tratamientos con medios condicionados de células
BV-2, se reveld que la UA ofrece cierta proteccion contra la muerte celular de las

PC12 cuando se enfrentan a estimulos dafinos.

En resumen, este trabajo propone que las urolitinas, en particular la UA,
tiene un impacto beneficioso en condiciones basales y puede influir en la respuesta
celular en condiciones inflamatorias. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas
para futuras investigaciones y posibles aplicaciones terapéuticas en el campo de las
enfermedades neurodegenerativas y la salud del SNC, ofreciendo una esperanza en

la busqueda de nuevas estrategias de prevencion.

Nuestras perspectivas y futuros experimentos, que se llevaran a cabo
durante mi maestria, se centran en la investigacién de la UA, particularmente en su
capacidad para mejorar la funcién mitocondrial e inducir mitofagia, procesos
cruciales afectados en enfermedades neurodegenerativas. A su vez, planeamos
expandir nuestra investigacion empleando cultivos primarios de neuronas y
microglia. Esta transicion nos permitira obtener resultados mas representativos de la
realidad biolégica y una comprensiéon mas exhaustiva de los efectos de la UA en un

contexto mas complejo.
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