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I. RESUMEN

Se ha sugerido que el estrés oxidativo y nitrosativo participa
activamente en el mecanismo fisiopatolégico de dafio en diferentes
enfermedades como el sindrome de isquemia-reperfusion, la diabetes, la
artritis, la hipertension, la colitis y diversas complicaciones cardiacas y
renales. Por ello, la importancia de obtener compuestos antioxidantes que
atrapen eficientemente las principales especies radicales de oxigeno y de
nitrégeno que se generan en los sistemas bioldgicos.

La S-alilcisteina, es un compuesto sulfurado, hidrosoluble, estable y de
olor caracteristico, que esta presente en el extracto de ajo envejecido. La S-
alilcisteina ha demostrado tener propiedades antioxidantes en diferentes
modelos tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, debido al prolongado tiempo
de extracciéon (20 meses), a su baja distribucién natural (0.62 mg/g de
extracto de ajo envejecido) y la importancia biolégica y terapéutica que ha
mostrado, resulta trascendental su obtencion por sintesis organica.

En este proyecto se realizd la sintesis organica para la obtencion de la S-
alilcisteina en el laboratorio, a través de la reaccion del clorhidrato de L-
cisteina con el bromuro de alilo. El compuesto se caracteriz6 por métodos
espectroscopicos (IR, RMN'H y EM) y cromatogréficos. Ademas, se evalud su
capacidad antioxidante frente a diferentes especies radicales evaluando que
parte de la molécula (grupo alilo y/o atomo de azufre) es la responsable de
atrapar dichas especies. Para ello, se obtuvieron 2 derivados de la L-cisteina:
la S-bencilcisteina y la S-propilcisteina. Se encontré que el sustituyente
incorporado modifica la actividad antioxidante. En la mayoria de los casos la
S-alilcisteina fue mas activa que la S-bencilcisteina y/o la S-propilcisteina.
Los resultados obtenidos, sugieren que las propiedades antioxidantes de la S-
alilcisteina estan asociadas con el &tomo de azufre del tioéster; sin embargo
ésta aumenta sustancialmente si se encuentra un sistema insaturado (grupo

alilo) cercano al &tomo de azufre.
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1. AJO

Desde hace mucho tiempo, el ajo (Allium sativum L.) se ha utilizado
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como especia y como una planta medicinal. A principios del siglo pasado

adquirié un gran interés cientifico por presentar diferentes efectos tales

como.

antimicrobiano, antimicdtico, anticancerigeno, antihipertensivo,

inmunosupresor, hipoglicémico, hipolipémico, antioxidante, entre otros [1].

Actualmente, el principal pais productor y consumidor de este vegetal es

China, seguido de la India (Figura 1) [2].

Paises productores de ajo
(x 1000 toneladas)

Espafia, 145.3

Tailandia, 106.6 Rep. Korea, 350
. Rusia, 257.28
Turquia, 99.

USA, 210.74 Argentina, 116.44

Brasil, 80.9

Egipto, 162.08 N
China, 11,093.50

Paises consumidores de ajo
(x 1000 toneladas)

Pakistan, 102.82_ .
Egipto, 148.51

Korea, 94.51 Brasil. 179.91
Turquia, 94.16 rast USA, 253.24

. Vietnam, 88.64 Rusia, 265.07
Iran, 69.92 Indonesia, 285.36
Rep. Korea, 312.33
India, 483.48
China, 7700.14

Figura 1. Paises productores (A) y consumidores (B) de ajo en el afio 2005.
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El valor nutritivo del ajo es mayor que el otras especies de la misma
familia (como la cebolla), ya que: contiene alrededor de 33 compuestos
azufrados, varias enzimas, glucdsidos esteroidales, lectinas, fructanos,
pectinas, prostaglandinas, adenosina, vitaminas (como la B-1, B-2, B-6, C y
E), antocianinas, flavonoides, acido nicotinico, acidos grasos, glucolipidos,
fosfolipidos, 17 aminoacidos (esenciales y fendlicos) y es una fuente rica de
selenio [3-4].

Los sulfuros de cisteina y las y-glutamilcisteinas son los compuestos

mayoritarios en el ajo fresco (Tabla 1) [5].

Tabla 1. Principales compuestos sulfurados presentes en el ajo fresco [6].

Compuesto Estructura Quimica Cantidad
(mg/9)
Sulféxidos S-(+)-Alquil-L-cisteina
Alina /\E/\TCOOH 5-14
NH
Metina (metiina) H3C\(\s)\/\rcoor| 0.5-2.0
NH,
Isoa/ina \/\\OS\“TCOOH 0.2'1.2
NH
Cicloalina 0 0.5-1.5

COOH

H,C N
3 H

r-L-glutamil-S-alilcisteinas

-glutamil-S-trans-1- NH. H o 3-9
propenilcisteina HOOC)\/YNY
O  cooH
rglutamil-S-alilcisteina N y 2-6
Hooc/L\v/“\W/N\T/S\\//§>
O cooH
r-Glutamil-S-metilcisteina N, " 0.1-0.4
HOOC)\/YN S\CH3
O  COoH

La alina, la metiina y la isoalina son los principales compuestos que se
encuentran en el diente de ajo. Cuando el ajo es cortado o machacado, estos

compuestos son biotransformados por la accion de la alinasa (alliin lyase; EC
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4.4.1.4), obteniéndose diferentes compuestos sulfurados liposolubles (Figura
2) [6-7].

X

BIOCONVERSION DE COMPUESTOS 6 ALILCISTEINA

SULFURADOS S-ALILMERCAPTOCISTEINA
TI > COMPUESTOS SULEURADOS < DERIVADOS DE AMINOACIDOS
' / AZUFRADOS
l RUPTURA CELULAR.

DESCOMPOSICION DE ALICINA

(altamente inestable) SULFURO DE DIALILO

» COMPUESTOS SULFURADOS DISULFURO DE ALILO

ALINA Rapida descomposicién LIPOSOLUBLES TRISULFURO DE ALILO
+ —p ALICINA Reacciones quimicas no
ALINASA controladas

> AJOENO, VINILIDITIINAS
CALORY SOLVENTES

Figura 2. Transformacion de los compuestos sulfurados presentes en el ajo [8].

Por otro lado, las y-glutamilcisteinas son bioconvertidas naturalmente en
compuestos de menor peso molecular (Figura 3), que en algunas ocasiones
son mas estables, seguros y benéficos para la salud que los compuestos

iniciales (ver mas adelante) [8-10].

NH,
NH
HOOCW Y\SH
o] COOH
Derivados de Glutamil S-cisteina
NH, NH NH,
NH CH, NH s NH __CH,
HOOC w/\s/ HOOC Y\S HOOC Y\SN
o COOH o COCH o COOH
Glutamil-S-metilcisteina Glutamil-S-propilcisteina Glutamil-S-alilcisteina
l i iGlutamiltransferasa
OH
oH T CH
CH L2
02\/\5/043 02\/\8/\/ 3 O/ S/\/
NH
NH, NH; 2
S-metilcisteina S- propilcisteina S-alilcisteina

Figura 3. Transformacién de algunas glutamilcisteinas en el diente de ajo fresco [6].



:

ANTECEDENTES

|

En el mercado existen diferentes preparaciones del ajo, sin embargo su
efecto terapéutico asi como su composicion quimica, cambia
significativamente de preparacion a preparacion (Tabla 2), esto depende del

tratamiento fisico o quimico que se le de a los dientes de ajo [11].

Tabla 2. Principales compuestos sulfurados en algunas preparaciones de ajo [11].

Homogenado de Ajo Destilado de aceite a presiéon
Alicina Dialilsulfuro
Metilalil tiosulfinatos Dialildisulfuro
L-glutamil-S-alilcisteina Dialiltrisulfuro
Polvo de ajo Dialiltetrasulfuro
Alina Alilmetiltrisulfuro
Alilmetildisulfuro

Extracto de ajo envejecido

S-alilcisteina Dimetiltrisulfuro

S-alilmercaptocisteina Aceite de Ajo
2-vinil-4-H-1,3 ditina
3-vinil-4-H-1,3 ditina

E-ajoeno

Z-ajoeno
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El extracto de ajo envejecido (EAE) es una preparacion que
resulta de la extraccion etandlica del ajo fresco a temperatura
ambiente, durante 20 meses en tanques de acero inoxidable [12]. EI
proceso de envejecimiento, transforma los compuestos irritantes del
ajo en compuestos mas estables y menos toxicos (principalmente
compuestos polares) [13]. Los compuestos mayoritarios en el EAE
son: la S-alilcisteina (SAC) y la S-alilmercaptocisteina, a los que se
les ha atribuido la potente actividad antioxidante del EAE (Tabla 3).
Ademas, se ha demostrado que el EAE contiene pequefias cantidades
de compuestos antioxidantes como: derivados de aminoacidos
alilicos, sulfuros de alilo liposolubles, compuestos fendlicos, alixina,
N-fructosilglutamato, N-fructosilarginina, flavonoides, saponinas,

selenio, entre otros [14,15].

Tabla 3. Composicion del extracto de ajo envejecido (EAE) 2 [9].

Compuesto Cantidad (mg/g extracto)
Alina 0.3240.13
Cicloalina 0.34+0.08
y-glutamil-S-alilcisteina 0.25+0.12
S-alilcisteina 0.62+0.07
S-1-propenilcisteina 0.3740.04
S-alilmercaptocisteina 0.14+0.03
Acido glutdmico 1.20+0.20
Arginina 2.20+41.10

4 | os datos son la media + DS de 6 lotes.

A pesar de que existen diferentes preparaciones de ajo, el EAE
posee ciertas ventajas de uso con respecto a las otras debido a que:
1) no posee el olor caracteristico de otras presentaciones [9]; 2) no
muestra efectos toxicos [16-17]; 3) tiene un alto contenido de
antioxidantes [14]; 4) diferentes publicaciones cientificas han

demostrado su posible uso terapéutico en humanos [18-21]; y 5) es
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un producto que se vende comunmente en Estados Unidos, Japon y

algunas partes de Europa como un suplemento alimenticio.

2. SAC, UN COMPUESTO CLAVE DEL EAE

El compuesto mayoritario del EAE es la SAC, la cual proviene de
la descomposicion de las y-glutamilcisteinas (Figura 4). La SAC es un
compuesto sulfurado, hidrosoluble, estable, de olor caracteristico y su

concentracion en el EAE se incrementa durante el envejecimiento

[13].

NH,
HN COOH

s COOH
N COOH T AS NH,

y-glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina
Figura 4. La y-glutamil-S-alilcisteina es el precursor de la SAC.

Se han demostrado las propiedades antioxidantes de la SAC ya
que:

1) Atrapa radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO) in
vitro [22,23];

2) Inhibe la lipoperoxidacion (LPx) inducida por el peroxido de
hidrégeno (H>0.), en células endoteliales de pulmdn [24];

3) Inhibe la oxidacion de las lipoproteinas de bajo peso molecular,
sugiriendo que puede proteger a las células endoteliales
vasculares contra el dafio causado por las lipoproteinas de bajo
peso molecular oxidadas [25,26];

4) Inhibe la activacion del factor nuclear kappa B inducida por el
factor de necrosis tumoral o y el H;O, [22,27];

5) Previene el dafio histoldgico en el corazén e higado de animales
tratados con el anticancerigeno doxorubicina [28];

6) Previene el estrés oxidativo y la disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes superdxido dismutasa de manganeso,
glutation perdxidasa y glutation reductasa, en un modelo de

insuficiencia renal aguda [29]. Ademas, protege a las células LLC-
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PK1 (linea de tubulo proximal renal) contra el dafio inducido por
el dicromato de potasio [30];

7) Previene la formacién de edema y el area de infarto isquémica en
el cerebro de ratas, a través de la inhibicion de la LPx [31,32].
Recientemente se reporté que la SAC atenua el dafo cerebral
isquémico, debido a que atrapa peroxinitrito (ONOO™) e inhibe la
activacion de la cinasa regulada por sefales extracelulares [33];

8) Regula la produccién de oxido nitrico, ya que inhibe la expresion
de la sintasa de Oxido nitrico inducible en macréfagos e
incrementa la produccion de oxido nitrico en células endoteliales,
lo que puede contribuir a su efecto antiinflamatorio [34];

9) Protege contra la muerte celular inducida por el péptido S amiloide
(péptido que induce la enfermedad de Alzheimer) [35,36];
previene el estrés oxidativo inducido por este péptido en el
hipocampo y mejora el aprendizaje [35]; y bloquea la apoptosis
inducida por el péptido ya que inhibe la actividad de la caspasa-3
en células PC12 [37,38];

10) Disminuye la LPx e incrementa los niveles de antioxidantes en un
modelo de hepatocarcinogénesis [39] asi mismo, previene el
dano hepatico inducido por el acetaminofen [40];

11) Previene la neurotoxicidad y el dano oxidativo inducidos por el
acido quinolinico (neurotoxina que induce la enfermedad de
Huntington), debido a que atrapa radicales libres, disminuye el
estrés oxidativo y preserva la actividad de la superoxido
dismutasa de cobre y zinc [41];

12) La administracion diaria de SAC durante 4 semanas en ratones,
incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y
glutation peroxidasa y disminuye la LPx en el higado y el riidn
[42];

13) Muestra actividad neurotrofica ya que promueve la ramificacion

axonal en cultivos neuronales [43];
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14) Previene la hiperactividad inducida por el acido 3-nitropropionico
(neurotoxina) en ratas [41];

15) Disminuye el dafio renal isquémico debido a que previene el
incremento en los niveles de LPx [44];

16) Disminuye la hipertension y el dafio renal en ratas sometidas a
nefrectomia 5/6. El efecto antihipertensivo se asocido con la
reduccion en la expresion renal de la NADPH oxidasa y con la
modulacion de la producciéon de oxido nitrico (vasodilatador). El
efecto sobre el dafo renal se asocid con las propiedades
antioxidantes de la SAC, ya que previno el incremento en los
niveles de la 3-nitrotirosina y la disminucion de la actividad de la
superoxido dismutasa [45].

Por otro lado, se han desarrollado algunos estudios sobre la
farmacocinética de la SAC [46,47] y se ha encontrado que después
de su ingesta oral, ésta se absorbe facilmente en el tracto
gastrointestinal y se detecta en el plasma y algunos tejidos (higado,
riidn) hasta 8 h después [47]. La biodisponibilidad de la SAC es de
100% en ratones, 98.2% en ratas y 87.2% en perros. La N-acetil-
SAC se ha identificado como un metabolito de la SAC, sugiriendo que

la SAC podria ser transformada por la N-acetil-transferasa.
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Algunas caracteristicas de la SAC se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de la SAC [48].

Solubilidad (1 g de SAC a 20°C) Toxicidad
Solvente Volumen (mL) DLso (9/Kg)
Agua 14.7 Via Sexo Ratén Rata
HCI 10% 5.0
NaOH 0.1 N 11.0
Metanol 1053 Macho 8.89 10.9
Etanol >10000 Oral Hembra — 9.39 9.50
Acetonitrilo >10000
Acetato de Etilo >10000 Macho 6.91 3.34
Amortiguador  pH 2.41 13.1 Intravenosa Hembra 3.65 3.34
pH 3.65 14.2
pH 5.84 14.0
pH 8.29 13.4 . .
pH 9.68 13.0 DLsy: Dosis Letal Media
pH 10.47 12.5

Punto de Fusién

223.0-223.6°C

Constante de Disociaciéon pK;= 2.2
pPK>= 9.1

Punto Isoeléctrico 5.6

Rotacion Optica +4.41

Hidroscopicidad

Estabilidad

Almacenamiento

Contenido (%)

Luz UV Luz
Fluorescente

Cristal muestra 101.4 99.2
Control en  99.9 98.5
oscuridad

Agua muestra 99.5 98
Control en 100.2 100
oscuridad

HCI1N muestra 99.6 102.3
Control en 99.9 98.5
oscuridad

NaOH 0.1 N muestra 100.3 100.4
Control en 99.2 99.9

Humedad Almacenamiento Incremento
(%) (dias) de peso (%)
7 0.03
93 14 0.09
28 0.17
7 0.03
81 14 0.07
28 0.07
7 0.02
71 14 0.06
28 0.13
7 0.02
51 14 0.05
28 0.08
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3. RADICALES LIBRES

El concepto quimico de radical libre (RL) estaba bien desarrollado
en 1954, cuando Gerschman postulé a las ERO como responsables de
la toxicidad del oxigeno (0Oz) y la radiacion. Los estudios clasicos de
Gomberg (1900) y de Paneth (1923) habian mostrado la existencia
en fase gaseosa de arreglos moleculares relativamente estables que
contenian un electron desapareado, producto de rupturas homoliticas
por accion de la luz, a los que se denominaron RL (Reaccidon 1). Rice
y Herzfeld (1934) clasificaron a las reacciones que involucran
radicales libres en reacciones de iniciacion, propagacion, inhibicion y
terminacion. Actualmente, esta nomenclatura se utiliza en bioquimica
para nombrar a las reacciones de propagacion y de terminacion en la
LPx (ver mas adelante) y en las reacciones con antioxidantes
[Revisado en 49].

H> + hv —2>H"* Reaccion 1. Formacion de Radicales libres.

El O, es un RL debido a que en su molécula presenta 2
electrones desapareados, lo que lo hace un potente oxidante. Si bien
es cierto que el O, es indispensable para los organismos aerobios
(pues es el aceptor final de los electrones en la cadena respiratoria),
también es cierto que a altas concentraciones o bajo ciertas
condiciones, llega a ser toxico. Existen diferentes especies radicales y

no radicales del O,, que en general se conocen como ERO (Tabla 5).

Tabla 5. Especies reactivas de oxigeno (ERO) [51].

Radicales No radicales
Superoxido, 05" Perdxido de hidrégeno, H>0:
Hidroxilo, *OH Ozono, O3
Singulete, 0! >g* Singulete, 0, Ag

Ademas de las ERO, también tienen importancia bioldgica las
especies reactivas derivadas del nitrédgeno (ERN) como: el Oxido
nitrico (*NO), el diéxido de nitrégeno (*NO;), el acido nitroso (HNO.),

11
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el catién nitronio (NO,"), el cation nitroxilo (NO*), el anion nitroxilo
(NO"), el tetradoxido de dinitrégeno (N.O.), el tridxido de dinitrdgeno
(N2O3), los alquilperoxinitritos (RONOQ), el dacido peroxinitroso
(ONOOH) y el peroxinitrito (ONOO~); éste ultimo, potente agente
oxidante que en presencia de CO, puede formar el anion
nitrosoperoxicarboxilato, que se descompone a CO, y NOs (65-70%)
0 a *NO,y COs* (30-35%) [52-54].

4. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO

En condiciones normales existe un balance entre las condiciones
oxidantes y las defensas antioxidantes; sin embargo, este equilibrio
puede alterarse debido a: 1) un aumento en la produccion de las ERO
y las ERN, 2) una disminucion en los sistemas antioxidantes o 3) una
combinacion de ambos. Cuando este equilibrio se rompe se denomina
estrés oxidativo y nitrosativo. En esta situacion se induce dafio en las
macromoléculas (lipidos, proteinas, dacidos nucleicos) por el
rompimiento o la modificacion de su estructura, resultando en la
alteracion de la funcion o incluso, la muerte de la célula.

El estudio del estrés oxidativo y nitrosativo ha cobrado
considerable importancia debido a las consecuencias que genera en la
salud, ya que se ha asociado con el proceso de envejecimiento, el
dafno ocasionado por la isquemia/reperfusion y a una gran diversidad
de estados patoldgicos como la enfermedad de Alzheimer,
Huntington, Parkinson, la artritis reumatoide, la hipertension, la
carcinogénesis, entre otros. También se ha observado que diversos
factores ambientales, como los contaminantes en el aire y la
radiacion ionizante pueden favorecer el desequilibrio
oxidante/antioxidante [54].

Debido al potencial efecto destructivo de las ERO y las ERN, la
célula cuenta con sistemas de defensa para evitar el dafo y sus

posibles implicaciones. Estos sistemas de detoxificacion comprenden

12
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enzimas y/o atrapadores no enzimaticos presentes en las células
(Figura 5) [55,56].

GSSH
P450 GR o
FADH, xlmu:sl:ncnomo bs \exidasas :
OXIDASA 0.
GPX
MADFPH GSH ‘
()2 oxidaza CA
= Cu,Zn-SOD
NADPH 02. 7_.\—‘- H,0, o
= : 0 2
| = 0, 2 e
2 Fet
8| Cut
| &)
E & XANTIHA MPO O
(Gl OXIDASA o> L4 .OH
= e u_
02 CAMAL DE 1OMES I 0,
CADENA OE TRANSPORTE |||
DE ELECTRONES
(), —ICINDRIAL O e O oPx H,0
2 HiroHA 2 202 T o,

Figura 5. Fuentes de ERO y mecanismos de defensa [54]. RE: reticulo endoplasmico,
CuzZnSOD: superéxido dismutasa de cobre y zinc, MnSOD: superédxido dismutasa de
manganeso, GPx: glutation peroxidasa, CAT: catalasa, GR: glutation reductasa, MPO:
mieloperoxidasa, GSH: gluatién, GSSH: disulfuro de glutatién.

Dentro de los atrapadores de radicales libres no enzimaticos se
encuentran el glutation, las vitaminas E y C, la bilirrubina, el acido
urico, entre otros [55]. Mientras que las principales enzimas
antioxidantes son: la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa [52]), aunque existen otras como las peroxiredoxinas,
que son una familia de peroxidasas recientemente descubiertas y que

estan altamente conservadas en eucariontes y en procariontes [57].

5. LIPOPEROXIDACION (LPx)

La LPx es un proceso autocatalitico que esta involucrado en la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas y
que resulta en la alteracion de la permeabilidad de éstas. Como
resultado de la LPx se obtienen derivados de aldehidos simples,
aldehidos hidroxilados, cetonas, alquenos, hidrocarburos, entre otros
(Figura 6). Bucher y col. sugieren que la LPx ocurre via la produccidn

de RL promovido por el hierro [54].
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1 ‘KH

Radical peroxilo en la posicidn

interna de la cadena del acido I <y radical peru:-ulu al final de
graso _ _‘( la congujacion del sistema
= \ Hea{:{:lon Hea{:{:lon —.f W—/ N— ./ h— ,-‘ : (-: /
RH o0 ciclacion
Reaccion H Reaccion ausencia
H q 4 H de metales
,\ J— J— — CICH
= = — — RH o ciclacion
"0H. ROO il Fe(T) K%eacclon \\ Oy [FH malunaldehldu (MDA)
T ‘)/ Rea{:{:lon\* ”’“ﬂ. O0E B hidroxriacroleina
FE':HI F!eacuon

\

4/\_/\7/<_/\_/ Intermediario |:-ara /IA)‘L /(AL

la formacion de MDA
INICIACION Lipido + R* /- OH =* Lipido-
Lipido* + O3 =  Lipido-00 -
PROPAGACION Lipido-0O0 " + Lipid0 = Lipido-0O0OH + Lipido-

Lipido- + Lipido~ = Lipido-Lipido
TERMINACION Lipido-00 " + Lipido == Lipido-00- Lipido
Figura 6. El grupo metileno de los acidos grasos poliinsaturados es altamente susceptible a
la oxidacién. Los atomos de hidrégeno después de la interaccién con un radical libre (R"), son
removidos (reaccion 1). Los radicales formados en los carbonos reaccionan con el O, para
formar el radical peroxilo (ROO") (reacciéon 2 y 3). El ROO’ localizado al final del sistema
conjugado, es reducido a hidroperdoxido con relativa estabilidad en ausencia de metales
(reaccion 4). El ROO’ localizado en la cadena interna del acido graso puede reaccionar para
formar un peréxido ciclico (reacciéon 5), el cual puede reducirse a un hidroperéxido (reaccion

6) o por la reaccion 7 puede formar perdéxidos biciclicos. EI compuesto 7 es un intermediario
en la producciéon de malondialdehido (MDA) (reaccién 8).

Los productos principales de la LPx pueden reaccionar con las
membranas celulares, el ADN (Figura 7) o las proteinas; generando
epoxidos que rapidamente reaccionan con centros nucleofilicos en la
sintesis de proteinas, toxicidad, sobreproduccion de ERO, entre otros

(Figura a célula causando dafios tales como: alteracion en si 8) [54].
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Figura 7. El malondialdehido (MDA) puede reaccionar con la guanina, la adenina y la
citosina de los acidos nucleicos [54].
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Figura 8. Dafio causado por las ERO en la célula.
ADN: acido desoxirribonucleico, REL:
Reticulo endoplasmico liso, RER: reticulo
endopldsmico rugoso.

Como indicadores bioquimicos del dafio oxidativo, normalmente
se determinan los productos finales de la reaccion de oxidacion que

ocurre entre los RL y las biomoléculas. Dentro de estos productos se
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encuentran el malondialdehido (MDA) o las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS), que son los productos finales del dafio
oxidativo a los lipidos; la 8-HO-deoxiguanosina, que es el principal
producto de la oxidacion de los acidos nucleicos; y los grupos
carbonilo y la nitracion de la tirosina, que son los productos de la
oxidacion y la nitracion de las proteinas, respectivamente [54,56].

Determinar los niveles de MDA es un excelente parametro para
evidenciar la oxidacion no enzimatica de los lipidos de las membranas
celulares. A pesar de que existen numerosos métodos para
determinar los niveles de MDA, son los métodos indirectos los que
mas se usan. El método de TBARS es el mas utilizado de todos los
métodos indirectos y se basa en la capacidad de reaccion de una
molécula de MDA con dos moléculas de acido tiobarbiturico (Figura 9)
para formar un cromoégeno rosado que es facilmente cuantificable por
espectrofotometria fluorescente, ya que presenta un maximo de
absorciéon entre 532-535 nm [58,59].

0 H H H
S N (@] o N S
Héﬁ . (0] N\fs . Y Y
H
H —_—

4 NH Calor HN A X NH

o) S o
MDA TBA CROMOGENO ROSADO

532 -535nm

Figura 9. Reaccién entre el malondialdehido (MDA) y el acido tiobarbiturico (TBA) en el
ensayo de LPx.
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I11. JUSTIFICACION

Debido al gran niumero de patologias relacionadas con las ERO y las ERN,
diversos compuestos con propiedades antioxidantes se deben evaluar como
posibles agentes terapéuticos o como auxiliares en el tratamiento de
enfermedades asociadas con el estrés oxidativo y nitrosativo. Ejemplo de
estos compuestos, son aquellos que han mostrado un efecto benéfico para la
salud, como los derivados de plantas y/o vegetales.

Para que un compuesto antioxidante pueda ser empleado con éxito como
agente terapéutico o como auxiliar en algin padecimiento asociado con el
estrés oxidativo y nitrosativo, es indispensable considerar el tipo de radical
libre que se genera en el padecimiento, su origen y el modo de accion del
compuesto antioxidante. De esta manera se puede elegir el tipo de
antioxidante a administrar, ya sea hidrofilico, lipofilico y/o quelante.

En este contexto, actualmente existe un gran interés en la SAC (el
componente principal del EAE), debido al potente efecto farmacoldégico que ha
mostrado como antioxidante en diferentes modelos experimentales de
enfermedades donde el estrés oxidativo y nitrosativo esta involucrado en el
mecanismo de induccion del dafo (insuficiencia renal aguda, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, isquemia renal y cerebral, entre otros).

Sin embargo, debido al prolongado tiempo de obtencion (20 meses) de la
SAC, su baja distribucion natural (0.62 mg/g de EAE) y su potencial
terapéutico, resulta trascendental su obtencion por sintesis organica. En la
literatura solo existe un reporte sobre la sintesis organica de la SAC, pero el
método propuesto requiere de condiciones extremas (atmodsfera de nitrégeno,
presion elevada) para poder llevarla a cabo. Ademas, en ese estudio no se
reporta la caracterizacion del compuesto por espectroscopia de masas, lo que
no asegura que el compuesto obtenido sea la SAC, asi como tampoco se
menciona el método de purificacion empleado [60]. Se ha reportado la

preparacion sintética de derivados de L-cisteina, a través de la reaccion entre
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el clorhidrato de L-cisteina y el bromuro correspondiente en presencia de
sodio metalico [61], reaccidn que fue empleada en este trabajo.

Por otra parte, se ha reportado que la presencia del grupo tioalilo en la
SAC, es de vital importancia para promover la ramificacion axonal en cultivos
de neuronas, ya que cuando este grupo se sustituye la actividad neurotroéfica
se pierde [43]. En este contexto, no existen reportes en la literatura en los
que se evaliue que componente(s) de la estructura de la SAC es (son)
responsable(s) de la actividad antioxidante que se ha reportado para este
compuesto. Por ello, en este trabajo se evalud la capacidad de la SAC para
atrapar diferentes especies radicales y se exploré si el grupo alilo es vital para
esta propiedad. Esto se logré a través de la obtencion de compuestos en los
que el grupo alilo se sustituyé por un grupo propilo y un grupo bencilo.

En resumen, en este proyecto se propone una sintesis organica para la
obtencion de la SAC en el laboratorio, a través de la reaccion entre el
clorhidrato de L-cisteina y el bromuro de alilo. Se reportan las propiedades
fisicas y los datos espectroscépicos y cromatograficos con que se identificé al
compuesto obtenido. Ademas, se evalué la capacidad antioxidante del
compuesto obtenido frente a diferentes especies radicales y se evalud si el

grupo alilo es importante para atrapar estas especies radicales.
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IV. OBJETIVO GENERAL

1. Sintetizar derivados de L-cisteina
2. Evaluar las propiedades antioxidantes de los derivados de L-cisteina

3. Evaluar la importancia del grupo alilo en las propiedades antioxidantes

de los derivados de L-cisteina

V. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Sintetizar S-alilcisteina (SAC) a partir de cloruro de L-cisteina

monohidratada en presencia de bromuro de alilo.

2. Sintetizar S-bencilcisteina (SBC) a partir de cloruro de L-cisteina

monohidratada en presencia de cloruro de bencilo.

3. Sintetizar S-propilcisteina (SPC) a partir de cloruro de L-cisteina

monohidratada en presencia de bromuro de propilo.

4. Caracterizar la estructura quimica mediante métodos espectroscopicos

y espectrofotométricos de los compuestos SAC, SBC y SPC.

5. Evaluar la capacidad atrapadora de la SAC, la SBC y la SPC, en

sistemas que generan especies como H»0,, 0., HOCI, ONOO" y “OH,

6. Evaluar el efecto antioxidante de la SAC, la SBC y la SPC en un ensayo

de lipoperoxidacion.
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V1. HIPOTESIS

La SAC es un compuesto que posee un grupo tioalilo en su estructura
similar a otros compuestos antioxidantes presentes en el ajo, lo que sugiere
que este grupo grupo es vital para dicha actividad. Por ello es posible que la

modificacion del grupo alilo cambie la actividad antioxidante de la SAC
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VII. MATERIAL Y METODOLOGIA

A. REACTIVOS

El clorhidrato de L-cisteina monohidratada, el bromuro de alilo, el
oftalaldehido, el 2-mercaptoetanol, el yodo, el naranja xilenol, el H>0,, el
hidroxitolueno butilado, el piruvato de sodio (PYR), la dimetilnitrosoanilina,
la histidina, el acido lipdico (ALP), el acido 5,5-ditio-2-nitrobenzdico, el
borohidruro de sodio (NaBH.), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
la diclorodihidrofluoresceina, el nitrato de potasio (KNO:), el Oxido de
manganeso (MnO.), el acido dietilaminopentandico, la albumina sérica
bovina, el acido ascdrbico, la acrilamida, la bisacrilamida, el tris-HCI, el
persulfato de amonio, el glicerol, la glicina, la tetrametiletilendiamina, el
dodecilsulfato de sodio (SDS), el azul de Coomassie, el azul de
bromofenol; el acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico (HEPES)
y el acido tiobarbiturico (TBA) fueron de Sigma Chemical (St. Louis, MO,
USA).

El metanol (MeOH), el etanol (EtOH), el propanol, el acetonitrilo
(ACN) grado HPLC y grado analitico fueron de Mallinckrodt (México, DF).

El cloruro de bencilo, el bromuro de propilo, el fosfato de sodio
monobasico (NaH»PO,), el hipoclorito de sodio (NaOCl), el &cido
tricloroacético, el cloruro de sodio (NaCl), el carbonato de sodio (NaHCOs3),
el cloruro de calcio (CaCl,), el sulfato ferroso (FeSQ.), el sulfato ferroso
amoniacal [Fe (NH4)2(504)2], el sodio metalico, el acido acético glacial, el
hidréoxido de amonio (NH4.OH), el &cido sulfdrico (H.SO0.), el &cido
clorhidrico (HCl) y el hidroxido de sodio (NaOH) fueron de JT Baker
(México, DF).
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B.EQUIPO
Para la evaporacion de los disolventes se empleé un evaporador

rotatorio marca Bichi modelo RE 111.

El punto de fusién (Pf) se determind en un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos.
Los analisis espectroscdpicos se realizaron en la USAI, Facultad de

Quimica, UNAM:

1. Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un aparato Nicolet
FT5SX en pastilla de KBr. Las unidades se reportan en cm™.

2. Los espectros de Resonancia Magnética Proténica Nuclear (RMN 'H) se
realizaron en wun aparato Varian VxR-300S (400 MHz). Los
desplazamientos quimicos estan dados en ppm (6) y las constantes de
aclopamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). Se utiliz6 como disolvente
D,0 y su sefial como referencia interna.

3. Los espectros de espectrometria de masas (EM) se determinaron por
impacto electronico (IE) en un espectrometro JEOL JMS-AX505HA. El
ién molecular se indica como M*. La nomenclatura se indica como m/z

= masa/carga con su respectiva abundancia relativa.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplado a UV, se

realizé en la Facultad de Medicina, en la Torre de investigacion, UNAM.

Las lecturas de absorbancia se obtuvieron en un espectro Beckman
DU 530. Las muestras se separaron en una centrifuga refrigerada
eppendorf 5417R.

En el caso de la SAC, los resultados obtenidos se compararon con los
de un estandar donado por Wakunaga of America, Co., LTD (Mision Viejo,
CA, USA).
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3. METODOLOGIA
A. PARTE QUIMICA
a. Sintesis organica de la SAC, la SBC y la SPC

El material de vidrio empleado se colocé 24 h antes de la sintesis en
una estufa a 110°C. En un matraz de bola de 250 mL se colocaron 30
mmoles de cloruro de L-cisteina en 90 mL de EtOH absoluto con agitacion
constante. Se adicionaron 0.11 moles de sodio metalico durante 30 min.
Cuando el sodio se disolvio completamente, se adicionaron 31 mmoles de
bromuro de alilo (para la SAC), 23 mmoles de cloruro de bencilo (para la
SBC) y 30 mmoles de bromuro de propilo (para la SPC), y se dejo
reaccionar durante 1 h. Se adiciond agua fria hasta obtener una solucion.
El exceso de EtOH se evapord y se precipité cada uno de los compuestos
con dacido acético concentrado. El precipitado se filtré y se lavé con EtOH

frio.

b. Identificacion de la SAC, la SBC y la SPC

La identificacion de los productos fue por Cromatografia en Capa Fina
analitica siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de vidrio
recubiertas con gel de silice Aldrich con indicador de UV y espesor de 0.2
mm. El sistema de elusion empleado fue 2-propanol-NH,OH en una
proporcion de 95:5, las muestras de SAC, SBC y SPC se colocaron
disueltas en MeOH. Las bandas se visualizaron con vapores de yodo para

determinar el factor de desplazamiento.

c. Determinacién de pureza de la SAC, la SBC y la SPC

La determinacion de la pureza se realizo por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion. Para ello, se utilizo un cromatdégrafo Waters y
una columna analitica, Phenomenex C 18 de 4.5 mm de diametro interno,
250 mm de largo y un tamafo de particula de 5 micras. La identificacion
se realizd empleando un detector Dual de UV Waters 2487 a una longitud

de onda de 330 nm. El flujo de trabajo fue de 0.8 mlL/min en fase
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isocratica de fosfatos 50 mM, pH 6.5-ACN-MeOH en una proporcion de
50:28:22 [46]. Los compuestos evaluados se derivatizaron con oftaldehido
en presencia de 2-mercaptoetanol en amortiguador de fosfatos 0.05 M, pH

9.5 y los datos se procesaron con el programa Epower.

B. EVALUACION IN VITRO DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES
DE LA SAC, LA SBCy LA SPC

a) Ensayo de actividad atrapadora para H,0,

El H>O, oxida al ién ferroso (Fe**) a la forma férrica (Fe’*) la cual se
une al naranja de xilenol formando un complejo colorido que absorbe a
560 nm. Por ello, para conocer la capacidad antioxidante de un
compuesto, es necesario incubar a éste en una concentracion conocida de
H>0> en el ensayo.

Se preparod la solucion de FOX mezclando 9 partes de hidroxitolueno
butilado 4 mM con 1 parte de naranja de xilenol 1 mM/Fe(NH4);(S04)>
2.56 mM. En un tubo se colocaron 10 ulL de MeOH grado HPLC, 90 ulL de
SAC, SBC o SPC a las diferentes concentraciones (10-125 mM), 900 ulL de
la solucion de FOX y 10 ulL de H>O, 50 mM. Se incubaron 30 min, se
centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se
determind la absorbancia a 560 nm contra una curva patréon [62,63]. Se
utilizé piruvato (PYR) como estandar para determinar la capacidad

atrapadora de HO0..

b) Ensayo de actividad atrapadora para *O,
El 10, se generé a partir de NaOCl y H>0, [64]. En un tubo se colocé
la siguiente mezcla de reaccion: 750 uL de amortiguador de fosfatos 45
mM pH 7.1, 50 uL de histidina 10 mM, 50 uL de NaOCl/ 10 mM, 50 uL de
H>0> 10 mM y 50 uL de cada uno de los compuestos evaluados a las
diferentes concentraciones (0.25-4 mM). A esta mezcla se le adicionaron
50 uL de dimetilnitrosoanilina 1 mM en agitacion constante y se leyd la

absorbancia a 440 nm (tiempo cero). Posteriormente, se incubaron a 30°C
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durante 40 min y se determind nuevamente la absorbancia. La actividad
atrapadora se obtuvo de la diferencia de la absorbancia al tiempo cero y la

obtenida a los 40 min. Se utilizé al acido lipdico (ALP) como estandar.

c) Ensayo de actividad atrapadora para HOCI

Se determiné la capacidad de cada compuesto para inhibir la
oxidacion de acido 5,5-ditio-2-nitrobenzdico causada por el HOCI [65]. El
HOCI se genera inmediatamente después de ajustar el pH a 6.2 con H>S04
0.6 M, de una solucion de NaOCl| al 1%. La concentracion del HOCI se
determind usando su coeficiente de extincién molar (100 M1cm™). El &cido
5,5-ditio-2-nitrobenzdico se preparé como sigue: a una solucion de NaBH,
50 mM, se le ahadid una solucion de 1 mM en amortiguador de fosfatos 50
mM, pH 6.6 que contenia EDTA 5 mM. La mezcla anterior se incubd a 30°C
durante 30 min y la concentracion del acido 5,5-ditio-2-nitrobenzdico se
determiné a 412 nm usando su coeficiente de extincion molar (13,600 M

Iem™). El ensayo de la actividad atrapadora se muestra en la tabla 6:

Tabla 6. Cantidades empleadas en el ensayo de HOCI.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Blanco del 100% Blanco del Problema
100% problema
acido tio-2- 400 uL 400 uL 400 uL 400 uL
nitrobenzdico 70 uM
A. Fosfatos 500 uL --- 500 uL -—-
50 mM, pH 6.6
Agua 100 uL 100 uL --- ----
Muestra ——- 100 uL 100 uL
HOCI 25 uM --- 500 uL - 500 uL

Los tubos se incubaron 5 min a temperatura ambiente y se leyd la
absorbancia a 412 nm. El porcentaje de inhibicion se obtuvo como se

muestra a continuacion:

% Inhibicion = B3 Tubo4 - ABS Tubo3 o
ABS Tubo? - ABS Tubol

24



G METODOLOGIA
D

d) Ensayo de actividad atrapadora para ONOO"

En este ensayo se determina la capacidad de un compuesto para
inhibir  la formacion de diclorofluoreseceina a partir de
diclorodihidrofluoresceina inducida por el ONOO". El ONOO™ se sintetizd de
la siguiente manera: a 5 mL de H;O, 0.7 M (en HCl 0.6 M) se le
adicionaron 5 mL de KNO, 0.6 M en hielo por un segundo, la reaccion se
detuvo con 5 mL de NaOH 1.2 M fria. El H,O; residual se removidé usando
una columna con MnO; prelavada con NaOH 1.2 M. La mezcla se recolectd
en un tubo y se guardo a -20°C. La capa superior amarrilla se recolectd y
se guardé a -40°C y se determiné la concentracion ONOO™ a 302 nm
usando su coeficiente de extincién molar (1670 Micm™) [66].

Se mezclaron durante 2 seg: 950 uL de H,O; 0.7 M, 50 uL de cada
compuesto, 20 uL de acido dietilaminopentandico 1 mM, 5 uL de ONOO™ y
50 uL de diclorodihidrofluoresceina. Se determiné la absorbancia cada 3
min. El tubo con la mezcla de reaccion y sin muestra se consideré como el
0% de capacidad de atrapar dicho radical. La actividad atrapadora de esta
especie se monitored por la formacion de diclorofluoreseceina a 500 nm

usando su coeficiente de extincién molar (59500 M*cm™).

e) Ensayo de actividad atrapadora para "OH

La actividad de atrapar *OH de la SAC, la SBC y la SPC se determind
por su capacidad de inhibir la oxidacion de la albumina inducida por este
radical.

Se disolvieron 100 mg de albumina en una solucidon que contenia
acido ascoérbico 1.6 mM, EDTA 0.8 mM y (NH4), Fe(S504), 0.8 mM en
amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7.4. En un tubo se colocaron 250 L
de la solucion de albumina, 250 uL de la solucion que contenia acido
ascorbico 1.6 mM, EDTA 0.8 mM y (NH4),Fe(SO4), 0.8 mM, y 15 uL de
H>0; 2%. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 1 h, se les
adicion6 250 uL de acido tricloroacético 20% y se centrifugaron a 5000
rpom por 30 min a 4°C. El sobrenadante se descartdé y el precipitado se

resuspendid en 500 uL de NaOH 0.1 M. Para determinar el dafo oxidativo
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en la albumina inducido por el *OH, las muestras, se sometieron a una
electroforesis desnaturalizante discontinua. Para ello, 40 ug de albumina
se mezclaron 1:1 con un amortiguador de muestra (glicerol 10%, SDS
2%, Tris—HCI 25 mM pH 6.8, 2-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol
0.1%) y se calentaron a ebullicion por 1 min. Las muestras se cargaron en
un gel de poliacrilamida al 12% y se corrieron a 150 V por 2 h. Los geles,
se tifleron con azul de Coomassie por 1 h, se destineron con una solucion
de MeOH 40%/acido acético 10% y se digitalizaron con un scanner para su
analisis densitométrico. El area de cada banda se compard contra un

control positivo (con H;0;) y un control negativo (sin H;0;) [67].

C. PARTE BIOLOGICA
a) Ensayo de lipoperoxidacion

El estudio se realizo en ratas hembras Wistar de 250-300 g de peso.
Los animales se mantuvieron con libre acceso al alimento, asi como en
ciclos de luz y oscuridad de 12 h. Los animales se sacrificaron por
decapitacion para obtener el cerebro, el cual se homogenizé en una
solucién de HEPES (1:20 p/v) que contenia NaCl 0.1 M, NaH.PO, 0.001 M,
NaHCOs 0.005 M, CaCl, 0.001 M, glucosa 0.006 M y HEPES 0.01 M.

Se colocaron 970 uL del homogenado, 10 uL de FeSO4 5 mM y 20 uL
de cada compuesto a evaluar. Los tubos se incubaron a temperatura
ambiente y en agitacion por 1 h. De este tubo se tomaron 400 uL del
homogenado y se adicionaron a 800 uL de una solucion de TBA (0.375 g
acido tiobarbiturico/15 g acido tricloroacético/2.5 mL HCl). Se calentaron
las muestras a ebullicion (94°C) por 30 min y se centrifugaron a 6000 rpm
por 15 min a 4°C. Se determind la absorbancia a 525 nm [68]. Las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico se expresaron en nmoles de

MDA por gramo de tejido.
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4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (DS). La
capacidad atrapadora se compard contra el tubo de 0% de atrapamiento y
se analizé por ANOVA de una via, seguida de una prueba de Dunnett. Los
valores de CIsyp de cada ensayo también se compararon por ANOVA
seguido de una prueba de Bonferroni. En ambos casos, un valor de P<0.05

se considero estadisticamente diferente.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION
A. PARTE QUIMICA

a) SINTESIS ORGANICA Y CARACTERIZACION DE LA SAC, LA SBCy
LA SPC

1. SAC
A pesar de todas las bondades terapéuticas que presenta la SAC y su

poca distribucion natural, aun no se cuenta con una metodologia
estandarizada para su obtencién. Debido a esto, en este trabajo se realizo
una sintesis organica de la SAC que siguid una reaccion de Sustitucion
Nucleofilica Bimolecular (SN,). La reaccion se llevd a cabo al generar el anidn
del cloruro de L-cisteina en solucion etandlica anhidra en presencia de sodio
metalico, mismo que reacciond con el electrdfilo, el bromuro de alilo (Figura
10).

* NH,
cl-

HoOOC o
Y\SH Br EtOH/ Na
+ Hzc/\/ —_— HOOCHAS/\%CHz
NH

2

Figura 10. Sintesis de la SAC a partir del clorhidrato de L-cisteina y el bromuro de alilo.

El compuesto se obtuvo como un sélido blanco cristalino, con un punto
de fusion de 218-219°C (desc), una rotacion especifica de [a], -35.79 (H20)
y un rendimiento de reaccion del 70% (Tabla 7). El Pf reportado por Kodera
y col [48] es de 222°C y la rotacion especifica de 4.4 grados. El Pf esta de
acuerdo con lo reportado; sin embargo, la diferencia que se observa en el
valor de rotacion especifica podria radicar en el método empleado para su
determinacion, ya que Kodera y col no reportan que método siguieron.

En el espectro de IR (espectro 1) se observd a 3428 cm™ una banda
ancha que pertenece al estiramiento de enlace N-H en una amina primaria,

ademds de una banda de 2975 cm™ correspondiente a vibraciones C-H
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saturado, asi como en 1614 cm™ banda caracteristica del acido carboxilico y

en 1585 cm™ una banda intensa de vibracién C=C (Tabla 7).

Tabla 7. Caracterizacion estructural de la SAC.

Compuesto SAC

RMN*H (400 MHz, D,0)

OH H-p3, 2.94 (dd, J= 7.6,15, 1H)
H-5, 3.05 (dd, J= 4.4, 14.8, 1H)
O)\(KSMCHZ -CHs-alilico 3.20 (d, J = 7.2, 2H)
-H-«a 3.89(dd, J = 8, 4.4, 1H)
NH, =CH; 5.23-5.17 (m,2H)
-CH= 5.87-5.77 (m,1H)
Punto de fusion 218-219°C IR (KBr,cm™)
Rendimiento 70% 3428 (-NH), 2977(-CH sat), 1616 (-COO-), 1584
(COO-), 926 (C-S-C)
Rotacion Especifica -35.79 EM (IE) m/z:
[a]'s[H0] 161 (M*, 8.18), 116(9.09), 89 (58.18), 88 (59.9),
Factor de 87 (100), 74 (77.2), 45 (14.5), 41 (27.2), 39 (10),
desplazamiento 0.71 CeH;;SO>N

En el espectro de RMN'H (espectro 2), se observan a 2.94 ppm y 3.05
ppm dos sehales doble de dobles, que corresponden a 2 protones,
pertenecientes al grupo CH> adyacente al atomo de azufre (c-p); en 3.20
ppm se observa un doble que corresponde a los protones alilicos, asi como
en 3.89 ppm, doble de dobles que integra para 1 protén que corresponde al
proton « al grupo carbonilo. Entre 5.23 y 5.17 ppm se observa una sehal
multiple que integra para 2 protones pertenecientes a protones vinilicos
terminales, también se observo como una sefial multiple de 5.87 a 5.77 ppm
que integra para 1 proton que corresponde a un proton vinilico (Tabla 7).

En el espectro de EM (espectro 3), se observo al ion molecular de 161
m/z con una abundancia relativa del 8.18%, que corresponde al peso
molecular de la SAC, asi como al pico base de 87 m/z y un fragmento de 74
m/z con una abundancia del 77.2% (Tabla 7). El patrén de fragmentacion

sugerido para la SAC se muestra en la figura 11:
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2= Y B
Bl
—_—
—
NH; H
HoCou s~ CH2 HO HO
s \/\CH2 ﬁH
© HaC
m/z=87 m/z =161 m/z =74
Figura 11. Patrén de fragmentacion sugerido para la SAC.
2. SBC

Siguiendo el mismo método de sintesis de la SAC, pero empleando
cloruro de bencilo como electrofilo, se obtuvo la SBC (Figura 12), un
compuesto blanco amorfo, con un punto de fusién de 215-216°C (desc.), con
una rotacion especifica de [a]', +25.78 (H20) y un rendimiento de reaccion
del 60% (Tabla 8). Para la SBC, el Pf reportado es de 214°C (desc.) y una
rotacion especifica de [a], 19.8 c¢=0.4, NaOH 1N [69], valores que

concuerdan con los obtenidos.

HOOC
SH EtOH/ Na °
+ + o HooC
NH, - —_— wﬂs
NH,

Cl

Figura 12. Sintesis de la SBC a partir del clorhidrato de L-cisteina y el cloruro de bencilo.

En el espectro de IR (espectro 4) se observa una banda de absorcion a
3448 cm™ que corresponde al estiramiento del enlace N-H de una amina
primaria, asi como la absorcion por estiramiento de enlace C-H insaturado a
3158-3028 cm™, bandas a 1735 cm™ tipica de vibraciones C=C de tipo
aromético, a 1619 cm™ banda de carbonilo, asignado a CO, y bandas
intensas en 1586 cm™, asi como bandas de sobre tonos por la inflexién de
los enlaces C-H en 695-710 y 767 cm™ (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracterizacion estructural de la SBC.

Compuesto SBC

RMN*H (400 MHz, D,0)
2.85 (dd, J = 14.6,
H,CS- 4.4, 2H)
2.77 (dd) J = 14.8,
HOOC. ¢ B 76, 2H)
ﬁ/\s Hp 3.64 (dd, J = 7.6, 4.0,
NH 1H)
2 -aromatico 7.27-7.181 (m, 4H)

Punto de fusion 215-216°C IR (KBr, cm™)

Rendimiento 60% 3448 (-NH), 2945-2616(-CH sat), 1586(-
CO0-), 1619 (COO0O-), 3158-3028 (-CH
arilo) 695-767 (-CH arilo, fuera del plano)

Rotacién Especifica +25.78 [a]p EM (IE) m/z:

[H>0] 211(M*,2.0), 166(1.0), 138(8.0), 134

Factor de ) (9.0), 124(8.0), 92(6.0), 74(5.0), 65

desplazamiento 0.67 (13), 91 (100), C10H13SO:N

En el espectro de RMN'H (espectro 5) a 2.85 ppm y a 2.77 ppm se
observan dos sefales doble de doble que cada una integra para 1 proton que
corresponden a los protones p al carbonilo. Se observa una sefal doble de
doble centrada a 3.65 ppm (J = 4, 7.6) que integra para un proton y
corresponde al protéon del grupo carbonilo; esta sefal se encuentra
traslapada con una sefal simple que integra para 2 protones y corresponden
al grupo metileno del anillo aromatico bencilico. Los protones del anillo
aromatico se observan como una sefal multiple de 7.276-7.228 ppm (Tabla
8).

En el espectro de EM (espectro 6), se observa un pico base de 91 m/z y
un ién molecular de 211 m/z con una abundancia relativa del 2.0% (Tabla
8). El patron de fragmentacion sugerido para la SBC se muestra en la figura
13:
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NH,
211 m/z
+CH, :
91 m/z
Figura 13. Patrén de fragmentacion sugerido para la SBC.
3. SPC

Para la obtencién de la SPC, se partié de cloruro de L-cisteina y de
bromuro de propilo (Figura 14) bajo las condiciones mencionadas, dando
como producto un compuesto blanco, cristalino, con un Pf de 205-206°C,
una rotacion especifica de [a], -11.67 y un rendimiento del 70% (Tabla 9).
El Pf que reportan Higuchi y col [70] para la SPC es de 205-206°C, que
concuerda con el obtenido en este trabajo. No existen valores de rotacion

especifica reportados para la SPC.

HOOC °
SH ; EtOH/ Na

+ NP HoOC
+ HaC E—— wﬁs/\/

NH4

CH;
cl NH;

Figura 14. Sintesis de la SPC a partir del clorhidrato de L-cisteina y el bromuro de propilo.

Al caracterizar a la SPC por IR (espectro 7) se observd a 3429 cm™ una
banda de intensidad media que corresponde al estiramiento de enlace N-H
de la amina primaria, asi también se encontraron bandas intensas de

absorcién a 2871 y 2961 cm™, pertenecientes al estiramiento del enlace C-H,

32



:

RESULTADOS Y DISCUSION

|

asi como una banda intensa caracteristica del acido carboxilico a 1619 cm™
(Tabla 9).

Tabla 9. Caracterizacion estructural de la SPC.

Compuesto SPC
RMN*H (400 MHz, D,0)
p -CH 3.71 (t, ] =7.4,3H)
HOOC o CH 3 ’ ’
Y\S/V 3 _cH, 4.37 (sext, J = 14.6, 2H)
\» S-CH, 5.34 (t, ] = 7.4, 2H)
2 CH,-S HB; 5.87 [(dd, J = 14.6,4.4 )
HB, 5.77 (dd, ] = 14.8, 7.6)]2H
Ha 6.71(dd, J = 7.6, 1H)

IR (KBr, cm™)
Punto de fusién 205-206°C 3429 (-NH), 2871-2961 (-CH), 1580(-COO-), 1619

(-CO0)
Rendimiento 70%

EM (IE) m/z:
Rotacion -11.67[ ] 163(M*,8.0), 161(2.0), 118 (17.0), 41(90.0),
Especifica [H-0 caliente] 74(37), 61(41.0), 76(51.0), 89 (100.0) CsH;3SO-N
Factor de 0.75

desplazamiento

En el espectro de RMN*H (espectro 8) se observa a 3.71 ppm una sefial
triple que integra para 3 protones que corresponden al metilo terminal de la
SPC, asi mismo se observa en 4.37 ppm una sefial séxtuple que corresponde
al CH, adyacente al CHs. En 5.34 ppm se observa una sehal triple que
integra para 2 protones cercanos al azufre. En 5.87 ppm se observa un doble
de dobles que integra para 2 protones que corresponden a los protones f al
grupo carbonilo. Por ultimo, se observa en 6.71 ppm un doble de dobles que
integran para 1 protéon que corresponde al protdon o al grupo carbonilo (Tabla
9).

En el espectro de EM (espectro 9) se observa al iébn molecular en 163
m/z con una abundancia relativa de 8.0% que corresponde al peso molecular
de la SPC, asi como el pico base en 89 m/z (Tabla 9). El patron de

fragmentacion sugerido para la SPC se muestra en la figura 15:
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_ +NH,
m/z= 61 / m/z= 163

\ m/z=118
H

m/z =74 m/z=89

Figura 15. Patron de fragmentacion propuesto para la SPC.

Cabe mencionar que los rendimientos de los compuestos sintetizados
fueron en promedio del 70%, debido a la naturaleza de la reaccion y de los
reactivos. Se sabe que la interaccion del sodio metalico-agua reacciona de
manera exotérmica perdiendo su funcionalidad en el medio de reaccion. Por
lo cual es importante que la reaccion se realice bajo condiciones anhidras
(EtOH absoluto, trampa de cloruro de calcio, etc).

Una parte indispensable en cada una de las sintesis radica en la
completa remocion de la mezcla etanol-agua, para después precipitar con la
cantidad exacta de dacido acético, de lo contrario, el rendimiento de la
reaccion disminuye o no se obtiene el producto debido a la solubilidad de los

derivados en agua.

b) DETERMINACION DE LA PUREZA DE LA SAC, LA SBC Y LA SPC

La pureza de los compuestos obtenidos en la sintesis se muestra en la
figura 16. En cada caso, se aprecia un pico mayoritario con un tiempo de
retencion de 12.30, 29.251, 21.404 min, para la SAC, la SBC y la SPC,
respectivamente. Esto indica la ausencia de impurezas apreciables, en los

compuestos sintetizados. Es interesante sefalar como el sustituyente
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incorporado a la cisteina afecta el tiempo de retencion. EI mayor tiempo se

observa en la SBC, la cual presenta un grupo liposoluble en su estructura.
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Figura 16. Cromatograma de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion de la SAC, la SBC y la
SPC. Se empled una columna Phenomenex C18 de 4.5 mm de didmetro interno, 250 mm de largo y un
tamafio de particula de 5 micras. La identificacion se realizdé empleando un detector de UV Waters
2487 a 330 nm. El flujo fue 0.8 mL/min en fase isocratica de fosfatos 50 mM pH=6.5-ACN-MeOH
50:28:22.
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B. EVALUACION IN VITRO DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE
LA SAC, LASBCY LA SPC

Diversas publicaciones han documentado la capacidad de atrapar
radicales libres de los principales compuestos sulfurados presentes en el EAE,
la SAC y la S-alilmercaptocisteina.

Pedraza-Chaverri y col [71] reportaron que la S-alilmercaptocisteina

atrapa 0, y °OH in vitro, y disminuye el dafio renal inducido por la
gentamicina, debido a que atenua el estrés oxidativo y nitrosativo in vivo.
Lip [60] reportd que la alina, la SAC y el dialilsulfuro atrapan *OH; ademas,
el dialilsulfuro atenua la LPx inducida por el FeSO.,/acido ascorbico en
membranas microsomales, efecto que no se observa con la SAC. Por otro
lado, Chien-Ning y col [72], encontraron que la SAC, la SPC, la S-etilcisteina,
la S-metilcisteina, el dialisulfuro y el dialdisulfuro impiden la oxidacion y la
glucosilacion de las lipoproteinas de bajo peso molecular, proponiendo que el
uso de estos compuestos podria impedir el desarrollo del dafio asociado con
enfermedades vasculares.

Recientemente, Medina-Campos y col [30] reportaron que la SAC atrapa
diferentes ERO y ERN (05", H,0,, *OH, ONOO’, HOCI y 10,) y calcularon el
valor de Clsp para cada especie radical. Sin embargo hasta ahora, no existe
ningun reporte en el que se evalué que componente(s) de la molécula de la
SAC es (son) el(los) responsable(s) de la actividad antioxidante que ésta
presenta. En este contexto, Moriguchi y col [43] reportaron que la SAC y
otros compuestos presentes en el EAE, promueven la sobrevivencia de
cultivos primarios de neuronas. Ademas, demostraron que la presencia del
grupo alilo cerca del atomo azufre es necesaria para promover la
ramificacion neuronal (actividad neurotrdfica), ya que aquellos compuestos
que presentan un grupo diferente unido al atomo de azufre (S-propilcisteina,

S-(1-propenil)-L-cisteina, etc), asi como un atomo diferente al azufre
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(oxigeno o nitrégeno) no muestran dicha actividad. Este es el unico reporte
en la literatura en el que se evalua que parte de la molécula de la SAC es la
responsable de cierta propiedad.

Debido a lo anterior, en este trabajo se evalud la importancia del grupo
alilo sobre la propiedad antioxidante de la SAC, sintetizando dos compuestos
similares a la SAC, la SPC y la SBC. En la SPC se saturd la doble ligadura del
grupo alilo, ya que se incorporé un grupo n-propilo en lugar del alilo,
mientras que en la SBC se incorporé un grupo voluminoso como lo es el

grupo bencilo.

a) Ensayo de actividad antioxidante para H,0,

La fuente intracelular mas importante de H,O, es la mitocondria,
derivado de la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa y los
peroxisomas, producto de las reacciones catalizadas por diferentes oxidasas.
Aunque el H;O; no es un radical libre, es de gran importancia porque puede
atravesar las membranas celulares y generar en sitios distantes a donde de
produjo, especies radicales altamente oxidantes. Por ejemplo, puede
reaccionar con el 0,° en presencia de Fe** o Cu® y generar el *OH. Por esta
razéon se le considera un oxidante importante en las células de los
organismos aerobios [54].

La actividad antioxidante de los compuestos evaluados se ilustra en la
Figura 17, donde se observa que sélo la SAC y la SBC atraparon al H>0, de
manera dosis-dependiente. Como estandar se empled el piruvato (PYR), que
también mostré un comportamiento dosis-dependiente. El valor de Clsy para
la SAC y la SBC fue de 13.11 = 0.15 mM y 23.81 = 0.20 mM
respectivamente, mientras que el valor para el PYR fue de 1.18 + 0.24 mM

(Tabla 10). El valor de CIsp indica que el PYR es un mejor atrapador de H>0.
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comparado con la SAC y la SBC. No se pudo determinar el valor de Clsp para

la SPC, debido a que éste no atrapd H>0, de forma dosis-dependiente.
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Figura 17. Capacidad atrapadora de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC), la S-
propilcisteina (SPC) y el piruvato (PYR) para H,0,. Los resultados se presentan como la media £ DS,
n=4.

La SAC atrapd mejor al H.O, que la SBC, lo que se podria atribuir a que
este dltimo posee un grupo voluminoso (fenilo) que podria estar generando
impedimento estérico. Por otra parte, al parecer es importante la presencia
de un sistema insaturado para tener una actividad antioxidante, esto se
apoya en los resultados obtenidos con la SPC, que carece de electrones pi y
no muestra la misma actividad que la SAC o la SBC. Al comparar el valor de
CIsp se observa una diferencia significativa entre la SAC y la SBC, asi como
entre los compuestos evaluados y el PYR. Esto indica que la SAC es un
antioxidante de actividad media para atrapar H,O, seguido de la SBC,

mientras que la SPC es un mal atrapador.

Tabla 10. Valor de Clsy para H>O..

Compuesto Clso (ImM)
SAC 13.11+0.15*
SBC 23.81+0.20%*°
SPC ND
PYR 1.18+0.24

Los resultados se presentan como la media + DS.
*p<0.0001 vs PYR y °p<0.001 vs SAC.
CIso: Concentracion inhibitoria al 50%.
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b) Ensayo de actividad antioxidante para 'O,

El 10, se origina cuando uno de los electrones desapareados del O;
absorbe energia e invierte su rotacién dando el 10,. Existen dos formas del
10,: 1) la sigma (S), que es un RL debido a que conserva los dos electrones
desapareados en los orbitales moleculares externos 2p* y 2) la delta (D),
qgue no es un RL ya que posee dos electrones apareados en un solo orbital
2p*. La forma S es muy inestable y puede oxidar proteinas, el ADN y algunos
lipidos [50], incluso es relevante en el desarrollo de diversas patologias tales
como el cancer y las cataratas [30].

La capacidad de atrapar 0, de los compuestos evaluados se presenta
en la figura 18, donde se observa que la SAC inhibe con mayor eficiencia que
la SBC y la SPC, la reaccién del 0, con la dimetilnitrosoanilina. Como

estandar se empled el acido lipdico (ALP).
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Figura 18. Capacidad atrapadora de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC), la S-
propilcisteina (SPC) y el acido lipdico (ALP) para 10,. Los resultados se presentan como la media + DS.
n = 8.
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El valor de CIsp para la SAC fue 1.59 £ 0.98 mM, para la SBC fue 4.38 +
1.56 mM, para la SPC fue 4.08 £ 1.09 mM y para el ALP fue 3.3+£0.2 mM
(Tabla 11). Estos resultados indican que la SAC atrapa mejor al 10, que la
SBC y la SPC e incluso que el estandar. Ademas, estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Medina-Campos y col [30] quienes encontraron
que la SAC es un mejor atrapador de 10, que el ALP y sugieren que la SAC
podria disminuir el dafio asociado con el 0, que generan numerosas
enfermedes como las cataratas, algunos tipos de cancer y ciertas

quemaduras.

Tabla 11. Valor de Cls, para 10..

Compuesto Cl 50 (mM)
SAC 1.59+0.98*
SBC 4.38+1.56*°
SPC 4.08+1.09*
ALP 3.30+0.21

Los resultados se presentan como la media £ DS.
*p<0.001 vs ALP, °p<0.001 vs SAC.
CIso: Concentracion inhibitoria al 50%.

Debido a la naturaleza oxidante del O, y sus posibles interacciones con
los compuestos antioxidantes evaluados, se puede especular que el efecto
antioxidante podria estar asociado con la presencia del grupo tioéster en el
compuesto, ademas de los electrones disponibles de las dobles ligaduras que
se acoplan con los electrones desapareados del '0,. Esto sugiere que entre
mas disponibles se encuentren los electrones, mayor sera el efecto
antioxidante. Los resultados obtenidos en este ensayo apoyan esta idea y
sugieren que la disponibilidad de los electrones es mayor en la SAC seguido
por la SBC y finalmente por la SPC, que no presenta un sistema insaturado.
La SBC que aunque cuenta con electrones pi, éstos no estan tan disponibles

para reaccionar dado que perderia aromaticidad.
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c) Ensayo de actividad antioxidante para HOCI

La mayor parte del O,* generado in vivo se dismuta lentamente en un
proceso no enzimatico o rapidamente en un proceso catalizado por las
isoformas de la superdxido dismutasa, dando lugar a la formacion de H-O..
El potencial oxidante del H,O,, puede ser amplificado por la peroxidasa de los
eosindfilos y la mieloperoxidasa de los neutrdfilos, que lo emplean como
sustrato junto con compuestos halogenados para generar agentes toxicos,
como el HOCI/ o el HOBr. La afinidad de las peroxidasas por los distintos
halégenos no es absoluta. La mieloperoxidasa puede funcionar en presencia
de cualquiera de ellos; sin embargo, utiliza 20 veces mejor el CI para
generar fundamentalmente HCIO, un potente agente bactericida. El efecto
inducido por las peroxidasas es mediado por dos mecanismos: el dahno
oxidativo y la halogenacion de biomoléculas. En algunos casos, cuando la
generacion es excesiva puede causar dahfo tisular y hemdlisis [73], asi como
combinarse con aminas de bajo peso molecular formando las cloraminas
[74]. El HOC| es un fuerte oxidante y reacciona rapidamente con tioles y
aminas, modificando diferentes proteinas y enzimas [30].

La capacidad de atrapar HOCI de los compuestos se muestra en la figura
19, donde se observa que la SAC, la SBC y la SPC atrapan al HOC| de

manera dosis-dependiente. Como estandar se utilizé el ALP (50-500 uM).
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Figura 19. Capacidad atrapadora de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC), la S-
propilcisteina (SPC) y el acido lipdico (ALP) para HOCI. Los resultados se presentan como la

media £ DS. n = 8.

El valor de CIsp de la SAC (4.3 £ 1.27) fue mayor que el del ALP
(1.83 £ 1.40), el de la SBC (2.85 £ 0.84) y el de la SPC (2.22 £+ 0.78).
Esto indica que la SBC y la SPC atrapan mejor el HOCI que la SAC; sin

embargo, éstos son menos eficientes que el ALP (Tabla 12).

Tabla 12. Valor de Clso para HOCI.

Compuesto Cl 50 (mM)
SAC 4.30+1.27%
SBC 2.85+0.84°
SPC 2.22+0.78°
ALP 1.83+1.40

Los resultados se presentan como la media £ DS.
*p<0.05 vs ALP, °p<0.001 vs SAC.
CIso: Concentracion inhibitoria al 50%.

El comportamiento mostrado por los compuestos, sugiere que la
capacidad de atrapar HOCI radica en la parte azufrada de la molécula
favorecida por la estabilidad electrdnica del anillo aromatico que presenta
la SBC. En cuanto al ALP se observa que en concentraciones
micromolares atrapa cerca del 75% de HOCI, esto podria deberse a los 2

atomos de azufre que se encuentran en su estructura (CsH;502S>).
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d) Ensayo de actividad atrapadora para ONOO"

El ONOO™ es un potente agente oxidante que se forma de la
reaccion entre el 0,* y Oxido nitrico. El 0* puede ser producido
enzimaticamente por diferentes oxidasas como la NADPH oxidasa, la
Oxido nitrico sintasa, la xantina oxidasa, la lipooxigensa, Ia
ciclooxigenasa, entre otras; asi como por vias no enzimaticas en diversos
sitios celulares como en la mitocondria, por la reduccion incompleta del
O, cuando se le adiciona un electrén. Por otra parte, el dxido nitrico es
sintetizado por la Oxido nitrico sintasa a partir de L-arginina, O, y
NADPH. EI ONOO™ puede inducir la nitracion de residuos de tirosina de
las proteinas, promoviendo la formacion de 3-nitrotirosina. Esta
modificacion ha sido muy estudiada y aunque no es producida
exclusivamente por ONOO~ (también es producida por otras ERN), se
acepta actualmente como una evidencia de la formaciéon de ONOO~, asi
como se le ha sido implicada en diferentes patologias como en la
diabetes, la hipertension, la artritis, la colitis, la enfermedad de
Alzheimer, Huntington y Parkinson, asi como en diversas complicaciones
cardiacas y renales [76].

En la Figura 20, se observa que la SAC, la SBC y la SPC atrapan al
ONOO'" de forma dosis-dependiente.
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Figura 20. Capacidad atrapadora de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC) y la S-
propilcisteina (SPC) para ONOO". Los resultados se presentan como la media = DS. n =8.
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El valor de Clsp indica que los tres compuestos atrapan ONOO™ de la

misma forma, ya que no son significativamente diferentes (Tabla 13).

Tabla 13. Valor de CIsp para ONOO'.

Compuesto Clso (IMM)
SAC 1.31 £0.23
SBC 1.28+0.16
SPC 1.14+0.11

Los resultados se presentan como la media £ DS.
CIso: Concentracion inhibitoria al 50%.

El efecto antioxidante de la SBC para el ONOO™ resulta de interés
puesto que presenta un efecto antioxidante cercano al 100% a una
concentracion de 2.4 mM. Esto indica que es un excelente antioxidante
para este radical, seguido de la SPC y la SAC. El comportamiento
mostrado por los compuestos, podria estar asociado con la estabilidad
que dan los electrones del azufre y no en su totalidad con parte del
sistema insaturado. Sin embargo, al ver los resultados obtenidos con la
SBC, se podria pensar que la carga electronica adquirida al reaccionar
con el ONOO™ se distribuye de manera uniforme en toda la molécula
incluyendo el anillo aromatico, potenciando asi el efecto antioxidante. El
efecto mostrado por la SAC, podria deberse a que no participa la doble
ligadura en la reaccion. Esto se deduce al observar el valor de Clsy de la
penicilamina (0.03 mM) para el ONOO™ [30], ya que este compuesto no

presenta ningun sistema insaturado en su estructura (CsH;;0,SN).

e) Ensayo de actividad atrapadora para *OH

El *OH se considera como una de las especies oxidantes mas
dafinas. Por su alta reactividad, su vida media es muy corta. No tiene la
capacidad de atravesar las membranas por lo que suele actuar en sitios
cercanos a donde se produce. Puede reaccionar casi con cualquier
biomolécula como los lipidos, las proteinas, el ADN o los carbohidratos. El
*OH puede formarse facilmente por la Reaccion de Haber-Weiss entre el
0,*" y el H,O, catalizada Fe’* o Cu*, o por la Reaccién de Fenton a partir
de H»O, en presencia de Fe** o Cu* [54].
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En la Figura 21 se muestra que la SAC, asi como la SBC y la SPC
tienen la capacidad de proteger a la albumina contra la oxidacion

inducida por el *OH de manera dosis dependiente.
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Figura 21. Capacidad atrapadora de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC) y la S-
propilcisteina (SPC) para *OH. Los resultados se presentan como media + DS. n = 4-6.

El valor de CIsp para cada compuesto indica que la SAC y la SBC
atrapan mejor al *OH comparado con la SPC (Tabla 14). Incluso el valor
de ClIsp de la SAC es menor al de la dimetiltiourea (0.47 + 0.06 mM),
compuesto que es un buen atrapador de *OH [31]. La SAC y la SBC
muestran un valor semejante de Clso para el *OH, siendo ligeramente
menor para la SAC (aunque no se alcanza una diferencia significativa).
Esto podria sugerir que la SAC reacciona mas rapido, porque los
electrones de la doble ligadura del grupo alilo estan mas disponibles, asi
como los electrones "libres” del azufre, permitiendo que interaccionen
con mayor eficacia con el *OH. La SPC mostré ser un mal atrapador de

esta especie radical.

Tabla 14. Valor de CIsy para *OH.

Compuesto Clso (IMM)
SAC 0.27+ 0.12
SBC 0.35+ 0.19
SPC 3.80+ 0.13

Los resultados se presentan como la media £ DS.
CIsy: Concentracion inhibitoria al 50%.
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C. PARTE BIOLOGICA
a) Ensayo de lipoperoxidacién

En la Figura 22 se muestra que la SAC, la SBC y la SPC disminuyen
el dafo oxidativo inducido por el FeSO, en un homogenado de cerebro de
rata.

En cualquier sistema bioldgico existe un estado basal de produccion
de ERO, sobre todo las que provienen de la cadena respiratoria, lo que
genera un nivel basal de dafio oxidativo a los lipidos (LPx). En el ensayo
que se empled en este trabajo, se indujo la produccion de *OH con FeSO,
y se observd un incremento significativo en los niveles de LPx (Figura
22). También, se observdo que la SAC, la SBC y la SPC a bajas
concentraciones (0.005-0.05mM), inhiben la formacion TBARS (Figura
22) y por lo tanto muestran un efecto antioxidante sobre el dano
oxidativo a los lipidos (si recordamos que un antioxidante es aquel que
evita la oxidacion de alguna molécula susceptible a ella) [59]. El efecto
protector sobre los niveles de LPx era esperado ya que se los tres
compuestos evaluados mostraron la capacidad de atrapar al *OH (Figura
21).
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Figura 22. Efecto de la S-alilcisteina (SAC), la S-bencilcisteina (SBC) y la S-propilcisteina (SPC)
sobre los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en un homogenado de
cerebro de rata. Los resultados se presentan como la media £ DS. n = 8. *p<0.001 y **p<0.05
vs FeS0,.
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Por otro lado, cuando se emplean concentraciones por arriba de 0.5
mM para la SAC, de 0.1 mM para la SBC y de 0.05 mM para la SPC, los
compuestos promueven el dafio oxidativo a los lipidos, cambiando su
comportamiento de agente antioxidante a pro-oxidante. Posiblemente,
esto se deba a que el *OH ataca a los compuestos evaluados, asi como a
los derivados generados por el radical. En el caso de la SPC, se puede
observar que la concentracion necesaria para inducir LPx es menor
comparado con la SBC (0.05 mM y 0.1 mM, respectivamente), lo que
podria sugerir que el anillo aromatico es capaz de estabilizar mejor la
carga electréonica del medio, pero al llegar al limite de saturacion del
compuesto se induce la sobreproduccion de radicales. En el caso de la
SAC, la concentracion para tener un efecto oxidante esta por arriba de
0.5 mM, sugiriendo que el efecto antioxidante de este compuesto podria
estar asociado con la libertad de los electrones en el sistema insaturado
presente en el grupo alilo. De acuerdo con estos resultados, Perez-
Severanio y col [77] reportaron que la administracion de SAC en ratas,
con una dosis de 150 a 300 mg/kg peso, previene el incremento en el
nivel de LPx inducido por el acido quinolinico en el cuerpo estriatal de
rata. Sin embargo, cuando la SAC se administra en dosis superiores a
450 mg/kg de peso, se exacerba el dafio inducido por el &cido
quinolinico. Una posible explicacion de este efecto podria estar asociado
con una alteracion en el balance entre los tioles protectores y los
nitrosotioles potencialmente tdxicos, lo cual puede ocurrir si el contenido
de tioles (independientemente de la fuente) alcanza cantidades excesivas
que llevan a su propia inactivacion y o a la formacion de nitrosotioles, lo

que puede ocurrir cuando el éxido nitrico esta disponible [77,78].
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IX. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron y caracterizaron por métodos espectroscopicos los

siguientes compuestos:

S-alilcisteina, SAC, acido 2-amino-3-(aliltio)propanoico
S-bencilcisteina , SBC, acido 2-amino-3-(propiltio)propanoico

S- propilcisteina, SPC, acido 2-amino-3-(benciltio)propanoico

2. La sintesis de los mismos se realiz6 mediante una metodologia sencilla, a

partir de L-cisteina, con un rendimiento cercano al 70%.

3. Se evaluaron las propiedades antioxidantes de los compuestos
sintetizados. Se observdé que dependiendo del sustituyente incorporado
en la L-cisteina la actividad antioxidante varia, siendo en la mayoria de
los casos la S-alilcisteina la mas activa. Lo que lleva a proponer que al
parecer es importante un sistema insaturado cercano al atomo de

azufre del tioéter para mostrar capacidad antioxidante.
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