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1. Resumen

El mangostan (Garcinia mangostana Lin) (GM) pertenece a la familia Guttiferae,
es un arbol tropical de hoja perenne de crecimiento lento. La cascara de la fruta de GM
se ha usado durante siglos en la medicina tradicional del Sudeste de Asia
para el tratamiento de infecciones superficiales, heridas, disenteria y diarrea. Diversos
estudios han sugerido que el efecto medicinal se debe principalmente a metabolitos
secundarios llamados xantonas, que se encuentran presentes en hojas, tallo, tronco
y en mayor cantidad en la cascara de la fruta. La xantona que se ha aislado con mayor
rendimiento de la cascara de la fruta es la a-mangostina, y se ha sugerido que ésta posee
capacidad antioxidante en algunos modelos in vivo e in vitro.

Por otro lado, el acido 3-nitropropidnico (3-NP) es un compuesto que provoca dafo

neurotoxico, ya que inhibe de manera covalente a la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), ocasionando un aumento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés), estrés oxidante, y finalmente muerte neuronal.
Por lo tanto, si la a-mangostina presenta capacidad antioxidante podria prevenir el dafo
neuronal y la produccion de ROS inducidas por 3-NP. Por lo que se considero
como objetivo principal estudiar el efecto de la a-mangostina sobre la neurotoxicidad
del 3-NP en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC), bajo
distintos tratamientos: 1) incubadas con diferentes concentraciones de a-mangostina
e 2) incubadas con a--mangostina y 3-NP (2 mM). Debido a que se encontrd efecto
protector de la a-mangostina se procedié a buscar si 3) la produccion de ROS estaba
involucrada en dicho efecto.

Se encontrdé que la a-mangostina no afecta la viabilidad celular de NGC hasta 14
MM. Ademas se observd efecto protector de la a-mangostina dependiente de la
concentracion en la neurotoxicidad por 3-NP, siendo el mayor efecto a la concentracion de
12 uM de a-mangostina. Se encontré también, que el efecto neuroprotector de la a-
mangostina se asocia con una disminucion en la produccion de ROS inducida por 3-NP,
observandose una disminuciéon de hasta 90%. Lo anterior confirma la capacidad
antioxidante de la a-mangostina.

Por lo que se puede concluir que la a-mangostina no afecta la viabilidad de NGC
hasta 14 uM. Ademas, presenta efecto protector frente a la neurotoxicidad inducida por 3-
NP de manera dependiente de la concentracion, y parte del mecanismo de proteccion

se debe a que la a-mangostina es capaz de inhibir la produccién de ROS.
-1-



2. Antecedentes

2.1. Garcinia mangostana Lin.
El mangostan (Garcinia mangostana Lin) (GM) pertenece a la familia Guttiferae, es un

arbol tropical de hoja perenne de crecimiento lento (Pedraza-Chaverri et al., 2008).
El arbol del mangostan logra alcanzar de 6 a 25 m de altura, dando las primeras frutas
después de 6 anos. Completamente madura, esta fruta tiene una cascara gruesa, de color
marron rojizo hasta violeta-purpura, a menudo dificil de abrir, en el interior se encuentra
la pulpa de color blanco, textura blanda y, sabor agridulce, exético y refrescante (Jung
etal.,, 2006), por lo que en Asia es conocida como la “Reina de las Frutas”
(Pedraza-Chaverri et al., 2008).

GM es originario del sudeste de Asia (Ji et al., 2007), pero también se cultiva en el
norte de Australia, Brasil, Centroamérica, Hawai, sur de India, Indonesia, Malasia,
Tailandia, y otros paises tropicales (Mahabusarakam, 1987; Jung et al., 2006).

La cascara de la fruta de GM se ha usado durante siglos en la medicina tradicional
en el Sudeste de Asia para el tratamiento de infecciones superficiales, heridas, disenteria
y diarrea (Mahabusarakam, 1987; Williams et al., 1995; Pedraza-Chaverri et al., 2008).
Ademas de un poco de vitamina C, GM contiene entre otros componentes como calcio,
fésforo e hierro, altas concentraciones de xantonas, una clase de compuestos
polifendlicos que se ha sugerido presentan propiedad antibacteriana (Sakagami et al.,
2005), antiinflamatoria (Chomnawang et al., 2007), neuroprotectora (Weecharangsan
et al., 2006), antitumoral (Nabandith et al., 2004; Jung et al., 2006; Suksamrarn et al.,
2006), antioxidante (Garcia et al., 2005; Weecharangsan et al., 2006), entre otras
propiedades.

Las xantonas no son las unicas sustancias bioldgicamente activas en GM ya que
también se encuentran catequinas y otros polifenoles, que son poderosos antioxidantes

pero que estan presentes en bajas concentraciones.

2.1.2. Xantonas y a-mangostina.
El término xantona (griego xanfos=amarrillo) designa a un grupo de compuestos quimicos

dibenzo-y-pirona (Roberts, 1961), los cuales son metabolitos secundarios encontrados

en la naturaleza en un grupo restringido de plantas superiores, hongos y liquenes.



Su estructura se compone de un sistema aromatico de tres anillos (Fig. 1) el cual
se puede sustituir con grupos como fenol, metoxilo, isopreno, hidroxilo, etc., generando

una gran variedad de derivados (Walker, 2007).

OaO
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Figura 1. Estructura base de las xantonas.

Por lo que las xantonas se pueden clasificar en 5 grandes grupos: a) xantonas
simples oxigenadas (sustituidas generalmente con grupos hidroxilo, metoxilo o metilo),
b) xantonas glicosiladas (tienen un residuo de glucosa, xilosa, arabinosa, etc.),
c) xantonas preniladas (tienen un grupo prenilo y constituyen el mayor numero
en la naturaleza) y sus derivados, d) xantolignoides, y e) xantonas miscelaneas.
(Vieira y Kijjoa, 2005; Pedraza-Chaverri et al., 2008).

Diversos autores al aislar las xantonas de la cascara de la fruta han encontrado
que la a-mangostina es la xantona que se encuentra en mayor concentracion (Jung et al.,
2006; Suksamrarn et al., 2006; Walker, 2007).

La a-mangostina (Fig. 2) es un compuesto cristalino de color amarillo brillante,
opticamente inactivo, de punto de fusion de 182-183°C (Yates y Stout, 1958; Ee et al.,
2006), peso molecular de 410 9., soluble en una gran variedad de disolventes
organicos. Fue aislada por primera vez de la cascara de la fruta por Schmid en 1855,
con un rendimiento del 30-50% (Yates y Stout, 1958) y en 1968 se dilucidé su estructura
(Yates y Bhat, 1968).

HO O OH

Figura 2. Estructura de la a-mangostina
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La a-mangostina ha tenido un gran interés en diversos estudios tanto in vitro como in

vivo porque se ha sugerido que es responsable de diversas actividades bioldgicas, entre

ellas la capacidad antioxidante. Algunas publicaciones cientificas en las que se reporta

la capacidad antioxidante de este compuesto son las que se mencionan a continuacion:

1)

En 1995, Williams y colaboradores aportaron la primer evidencia de que
la a-mangostina inhibe in vitro la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
mediada por cobre (Cu?*) y AAPH (compuesto que genera radical peroxilo).
La adicién de a-mangostina después de iniciada la oxidaciéon de LDL, inhibio
la formacion de dienos conjugados y produjo una disminucion en la cantidad
de especies reactivas al acido tiobarbiturico de manera dependiente

de la concentracion.

En el afio 2000, Mahabusarakam y colaboradores evaluaron el efecto de derivados
de la a-mangostina, en el mismo modelo de oxidacion de LDL que el usado
por Williams y colaboradores en 1995, para explorar la funcionalidad del grupo
hidroxilo y prenilo en la actividad antioxidante. Concluyeron que los grupos hidroxilo
de los carbonos 3 y 6 no son necesarios en la actividad antioxidante, ya que
al sustituirse con derivados aminoetilo se mejora dicha actividad. También
encontraron que la ciclacion tiene una pequena influencia en la actividad
antioxidante. Aunque no quedo claro el mecanismo por el cual la a-mangostina

inhibe la oxidacion de LDL.

En el afno 2006, Jung y colaboradores evaluaron la capacidad antioxidante
de xantonas aisladas de la cascara de GM, una de ellas la a-mangostina,
la cual presentd capacidad atrapadora in vitro de peroxinitrito (ONOQOY).
Adicionalmente, se evalud la capacidad de inhibir lo efectos del compuesto
7,12-dimetilbenzo[a]antraceno, el cual provoca lesiones prenoplasicas en cultivo
mamario de ratén, obteniendo una concertacion inhibitoria al 50% (Clsp)

de 1.0 g/mL, lo que sugiere la eficacia de la a-mangostina en este modelo.

En el ano 2007, Devi Sampath y Vijayaraghavan evaluaron el efecto
de la a-mangostina in vivo en el sistema antioxidante, al evaluar la actividad
de enzimas antioxidantes y la lipoperoxidacion inducidos por isoproterenol en ratas.
Los resultados sugieren que la a-mangostina protege de la lipoperoxidacion, dano

cardiaco y restablece la defensa antioxidante.

-4-



2.2. Acido 3-nitropropionico.

El acido 3-nitropopidnico (3-NP) (Fig. 3) es una toxina que se encuentra en la naturaleza
en varias plantas y hongos. Este compuesto cuando se administra in vivo, produce
neurodegeneracion preferencialmente en el estriado pero también en otras partes
del cerebro, ya que la distribucion de la toxina es hacia la estructura cerebral (Brouillet
et al., 2005).

Este compuesto forma un enlace covalente con la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH), que se localiza en la membrana interna mitocondrial y que forma
parte tanto del ciclo de Krebs como de la cadena de transporte de electrones. Se piensa
que debido aesto produce estrés oxidante y dafio metabdlico (Olsen et al., 1999;
Gabrielson et al., 2001).

H o H
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Figura 3. Estructura del 3-NP.

Adicionalmente, se ha sugerido que la neurotoxicidad inducida por 3-NP se debe
a la activacion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), entrada de calcio, disminucion
del potencial de membrana y de los niveles de ATP asi como, la formacion de ROS, entre
ellas el radical anién superoéxido, radical hidroxilo y peroxinitrito (Riepe et al., 1992; Olsen
et al., 1999; Brouillet et al., 2005; Mandavilli et al., 2005). Ademas se ha observado una
disminucién en el nivel intracelular de glutation, lo cual probablemente contribuye al dafo
oxidativo (Olsen et al., 1999), y se ha postulado que estos eventos pueden desencadenar
la muerte celular tanto por apoptosis como por necrosis (Mandauvilli et al., 2005).

Ademas, el uso de compuestos atrapadores de ROS como el N-t-butil-a-fenilnitron
(PBN) previene la muerte celular en NGC tratadas con 3-NP (Olsen, 1999). Por otro lado
la sobreexpresion de proteinas proapoptoticas Bcl-2 inhibe la formacion de ROS inducidas
por el tratamiento con 3-NP, y con ello la disminucion en la viabilidad celular de células
de feocromocitoma de rata (Mandavillin et al, 2005). También se ha observado que la
liberacién del factor nuclear- derivado 2 eritroide (Nrf2), el cual sobrerregula la expresion
de genes citoprotectores antioxidantes, combate el estrés oxidante provocado por 3-NP

en modelos in vivo e in vitro (Calkins et a.l, 2005; Shis et al., 2005).

-5.-



2.3 Especies reactivas de oxigeno y sistema antioxidante.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son una gran variedad

de moléculas derivadas de la reduccién incompleta del oxigeno. Pueden ser o no
radicales libres (especies que poseen uno o mas electrones desapareados). Las ROS
pueden existir de forma independiente y reaccionar facilmente con proteinas, lipidos
y ADN (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

La reduccion univalente del oxigeno produce intermediarios inestables (Fig. 5).

0,——0; +2H"——>H,0,+ H*——O0H + H' —— H,0

Figura 5. Reduccién univalente del oxigeno.

El radical anién superoxido O,", es el primer intermediario formado y éste es a su
vez es el precursor de otras ROS. La enzima que se encarga de eliminar esta ROS
es la superdxido dismutasa, la cual lleva a cabo la reaccion de dismutacién del O,*
a peréxido de hidrégeno (H20;2) (Fig. 6). Por su parte, el H,O, puede ser reducido
completamente a agua, por la accion de la enzima catalasa o la enzima glutation
peroxidasa (Fig. 6) o ser reducido parcialmente por metales de transicion a radical

hidroxilo *OH en la reaccién de Fenton (Fig. 7).

Fe* + H,0,—'OH +OH ™ + Fe’**

Figura 7. Reaccién de Fenton

El "OH es considerado como uno de los compuestos mayormente oxidantes
en la naturaleza, debido a que reacciona facilmente con las moléculas biolégicas como
lipidos, proteinas y ADN, y cuando este radical se genera cerca de las membranas
biolégicas, puede reaccionar con los acidos grasos y producir hidroperéxidos
que se descomponen en una serie de compuestos toxicos como aldehidos
(Eberhardt, 2000; Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

Adicionalmente el O," puede reaccionar con otros radicales como el 6xido nitrico
dando como producto peroxinitrito (ONOQO™) (Fig. 6), considerado dentro de las especies
reactivas de nitrégeno (RNS). El ONOO™ es un oxidante muy poderoso, ya que se ha
sugerido que el dafo involucra varios efectos como peroxidacion de lipidos, estrés
oxidante, disminucion en las defensas antioxidantes y dafio al ADN. Por otro lado se sabe

que bajas concentraciones de ONOO™ pueden activar muerte celular por apoptosis,



y concentraciones superiores pueden conducir a necrosis (Turrens, 2003;

Santiago-Lopez et al., 2004).

Como se ha visto el organismo Arginina 0,
cuenta con enzimas antioxidantes l NOS /1 \
para mantener el balance de ROS NOs . oy * 070
y RNS aunque también, l l SoD
el consumo de antioxidantes en NADP®
ONOO™* OHe R0, /SN
la dieta provee de defensas para / / GPt  GRs
el organismo. Algunos de estos NO, / CA \'*GSSH 7 NADPH
antioxidantes exogenos Ac. grasos ( 1.0
Ry . oliinsaturado )
no enzimaticos son: P L0¢” \
e Los  carotenos, son \, Dienos conjugados
compuestos liposolubles
L0Os

que pueden reaccionar con O,

*OH, oxigeno singulete (021) Figura 6. Resumen de produccién de ROS, RNS y la reaccién
. A llevada acabo por algunas enzimas del sistema antioxidante.
(Chaudiere y Ferrari-lliou, 1999). v por algu Z ! o

Aunque su principal funcion es ser NOS= sintasa de 6xido nitrico, SOD=superéxido dismutasa,
CAT=catalasa, GPx=glutatién peroxidasa, GRs= glutatién reductasa,

precursores de la vitamina A. GSH= glutation reducido, GSSG= glutation oxidado, 'O, =oxigeno

. . .. singulete, LOe=radical alcoxido, LOOe=radical hidroperdxido.

e La vitamina C (acido
ascorbico) es un poderoso antioxidante porque puede donar un atomo de hidrogeno
y formar un radical libre estable (Koc et al., 2008). Ademas, es capaz de atrapar O,*"
y radical peroxilo (ROQO®) (Dikalov et al., 2008).

e La vitamina E es un compuesto liposoluble que al entrar en el organismo
permanece en las membrana biolégicas y es capaz de atrapar O, y ROQO®, pero
en menor eficacia que la vitamina C (Dikalov et al., 2008), e inhibir las reacciones
en cadena de la oxidacion de lipidos de la membrana (Chaudiere y Ferrari-lliou, 1999;
Wang y Quinn, 1999).

e Los polifenoles, que incluyen a los flavonoides, los &cidos fendlicos y los
estilbenos. Son compuestos que pueden atrapar O,*, *OH vy radicales lipidicos.
Adicionalmente los polifenoles son quelantes de iones metalicos como Cu?* previniendo
su participacion en la reaccion de Fenton y la generacién de OH".(Zou et al., 2004; Sies et

al., 1992).



3. Justificacion

Se ha sugerido que la a-mangostina tiene propiedades antioxidantes pues es capaz
de disminuir el estrés oxidante en algunos modelos de estudio. Por otro lado, parte
del mecanismo por el cual algunas moléculas como el 3-NP provocan dafo
es por la generacion de ROS y estrés oxidante, por lo que la disminucién de éstas puede
aminorar el dano que generan dichas moléculas. Por lo anterior se espera

que un tratamiento con a-mangostina prevenga la neurotoxicidad inducida por el 3-NP.

4. Hipotesis

Si la a-mangostina presenta capacidad antioxidante, podria prevenir el dafio neuronal

y produccion de ROS inducidos por el 3-NP.

5. Objetivos

Objetivo general.

Evaluar el efecto de la a-mangostina en la neurotoxicidad inducida por 3-NP en cultivos

primarios de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC).

Objetivos especificos.

e Evaluar el efecto de la a-mangostina en la viabilidad neuronal en NGC.
e Evaluar el efecto de la a-mangostina sobre la neurotoxicidad inducida por el 3-NP.
e Sila a-mangostina previene el dafio neuronal inducido por 3-NP, se evaluara si tal

efecto esta relacionado con la produccion de ROS.



6. Materiales y métodos:

Materiales
El medio Basal Eagle (MBE), la L-glutamina, la gentamicina, la citosina-3-D-arabino-
furanosina (citosina), la glucosa, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), el dimetil sulfoxido (DMSO) se adquirieron de Sigma (St Louis, MO, EUA). El suero
fetal bovino y la penicilina/estreptomicina se adquirieron de Gibco (México, D.F.).
El diacetato de 5-(y 6-) carboxi-2°,7 -diclorohidrofluoresceina (carboxi-H,DCFDA)
y el dihidroetidio (HE) se adquirieron de Invitrogen Molecular Probes (Eugene, OR).
Los demas reactivos usados son de grado analitico y se encuentran disponibles
comercialmente.

La a-mangostina usada fue aislada del polvo del pericarpio del mangostan por
Gonzalez-Cuahutencos O (2007).

Métodos

Cultivo primario de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC).
Los cultivos primarios de NGC se obtuvieron del cerebelo de ratas de la cepa Wistar
de 7 dias de nacidas de la manera descrita previamente por Garcia y Massieu (2001).
Para esto, los cerebelos se disectaron y se liberaron de meninges, luego se machacaron
y tripsinizaron. Las células aisladas se resuspendieron en MBE suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 90 U/mL de penicilina, 90 ug/mL estreptomicina,
50 pg/mL de gentamicina y 20 mM de KCI. Después las células se sembraron
a una densidad de 310 a 320 x 10° células/cm? en placas de 24 pozos marca Costar
pretratadas con poli-L-lisina, y se mantuvieron en una atmaésfera con 5% de humedad, 5%
COy/ 95% de aire atmosférico a 37°C. Las células se trataron con citosina (10 uM) 24 h
después de sembradas, con el fin de prevenir el crecimiento de células no neuronales,
alos 4 dias in vitro (DIV) se adicioné glucosa a una concentracion final de 5 mM.
Las neuronas se usaron a los 9 DIV.

Mediante este método se sabe que se obtiene mas del 95% de neuronas

granulares (Estrada-Sanchez et al., 2007).



Determinacion de la viabilidad celular.

A) Método de MTT.
El numero de células viables se determind mediante el método de MTT descrito
inicialmente por Mosmann en 1983. Dicho método se basa en la reduccion de una sal de
tetrazolio, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
por deshidrogenasas mitocondriales (Berriged y Tan, 1993), reaccion que produce
la forma reducida del MTT: formazan, de color purpura (Fig. 8).

CH

3
MTT CH3 Formazan N \
l
CH
- s

- N —cH,
Br /N
S LDH N
N=N N
\ o SDH NG
N

Figura 8. Fundamento del método. Oxidacion del MTT a formazan, por enzimas deshidrogenasas.

3

El MTT se adiciond al cultivo celular a una concentracion final de 0.144 mM 24 h
después del tratamiento y se incubd durante 1 h a 37°C. Después de este tiempo, se

retir6 el medio de cultivo y el formazan formado se disolvié con isopropanol acido.
La cuantificacion se realizé a una A de 570 nm y los datos se expresaron como el

porcentaje de la reduccion del MTT respecto al control.

B) Exclusion con IP.
El ioduro de propidio (IP) se usa para evaluar los indices de mortalidad celular, ya que

sb6lo penetra las células con membrana dafiada, para después formar un complejo

con el ADN (Dengler et al., 1995). Este complejo emite fluorescencia roja a una A de 620

nm cuando se excita a una A de 480 nm.

Después de 24 h del tratamiento se retiré el medio y se lavaron las células, para
después ser incubadas en presencia de IP disuelto en solucion Ringer Krebs a una
concentracion final de 5 uM durante 20 min a 37°C. Después de la incubacion las células
se lavaron y se mantuvieron en solucién Ringer Krebs. Las células tefiidas se contaron
usando 5 campos por pozo por cada condicion con el software NIS Elements (Nikon, Co),
los reultados se expresaron respecto al control o 3-NP segun se indica en la seccion

de resultados, y se normaliz6 a una unidad.
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Método para determinar ROS.

La deteccion de ROS se realizé utilizando dos sondas, dihidroetidio (HEt) y 5-(y 6-)
diacetato de carboxi -2°,7 -diclorohidroflueresceina (carboxi-H,DCFDA). El HEt es usado
como un marcador de O," porque es relativamente especifico para esta ROS (Bindokas
et al.,1996; Zhao et al., 2003; Robinson et al., 2006). El HEt cuando entra a las células es
oxidado en el citosol a etidio (Et), el cual es retenido dentro del nucleo celular debido a
una interaccion con el ADN, emitiendo fluorescencia de color rojo brillante (Fig. 9)
(Bindokas et al., 1996).

Cridacion

Figura 9. Fundamento del método fluorescente. Oxidacion del HEt a Et. Agyitacisn=488 M, Aemisisn= 535 nm.

Por su parte la carboxi-H,DCFA al ser oxidada por ROS, se desacetilada dando
como producto un compuesto fluorescente Illamado 5-(y 6-) carboxi -2°,7'-
diclorofluoresceina (carboxi-DCF), la cual permanece en el citoplasma emitiendo

fluorescencia de color verde brillante (Fig. 10) (Hernandez-Fonseca et al., 2008).

. - : 0
OCOCHy~ Y - OCOCH; H”W“wf
o | H/[ i|
o AN AN 2
" N TN a 7l
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_~._-COOH y ) Coc
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Figura 10. Fundamento del método fluorescente. Oxidacién carboxi- H,DCFA a carboxi-DCF.
kexitacic’)n=488 nm, Xemisic’)nz 530 nm.
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Después del tratamiento se retird el medio y se lavaron las células para ser
incubadas en la presencia de las dos sondas disueltas en solucién Ringer Krebs, usando
una concentracion final de HEt de 2 uM y de carboxi- H.DCFDA 20 uM, durante 30 min
a 37°C. Después de la incubacion las células se lavaron y se mantuvieron en solucion
Ringer Krebs. La intensidad de fluorescencia del Et y carboxi-DCF se midié en 5 campos
por pozo por cada condicién usando el software NIS Elements (Nikon, Co), los resultados

se expresaron respecto al 3-NP, normalizando a una unidad.

Determinaciones

a) Evaluacién del efecto de la a-mangostina en la viabilidad neuronal.
Se realizé un estudio de toxicidad usando diferentes concentraciones de a-mangostina
de 0 a 20 yM. La a-mangostina se disolviéo en amortiguador de fosfatos y 10 % de DMSO.
La viabilidad celular se determiné a las 24.5 h.

Adicionalmente se determin6é que la concentracion de DMSO usada no afecta la
viabilidad celular de NGC.

b) Evaluaciéon del efecto de la a-mangostina sobre la neurotoxicidad inducida
por 3-NP.

Las NGC se preincubardn con diferentes concentraciones de a-mangostina de 0 a 12 uM,
durante 30 min, y después se trataron con 2 mM de 3-NP durante 2 h. A las 24 h

se determind la viabilidad celular.

c) Evaluacién de la produccion de ROS.
La presencia de ROS en las NGC se determiné a las 6 horas después del tratamiento,
segun la metodologia descrita antes, en células tratadas con a-mangostina 6 y 12 yM
con y sin 3-NP.

La determinacion se realizd a las 6 h porque en el laboratorio se demostré que a

este tiempo existe la mayor produccion de ROS inducidas por 3-NP en las NGC.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como el promedio * error estandar de la media (EEM)
y se compararon mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, seguido
de una prueba de Dunnett. Los valores se consideraron significativamente diferentes

con una p<0.05.
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7. Resultados y discusion

Evaluacion del efecto de la a-mangostina en la viabilidad neuronal.
La evaluacion del efecto de la a-mangostina sobre la viabilidad de las NGC se realiz6
como una prueba de toxicidad. Tomando en cuenta estudios publicados previamente,
los cuales sugieren que 10 yM de a-mangostina tiene un efecto bioldgico en células
de leucemia humana HL60 (Matsumoto et al., 2004) y que el Clsp para ONOO™ es de
12.2 yM (Jung et al., 2006) se evaluaron concentraciones de 0 a 20 yM de a-mangostina
en la viabilidad celular de NGC.

En la figura 11 se muestra el efecto de la a-mangostina en la viabilidad celular.
En el panel A se observar que la a-mangostina no afecta la viabilidad celular hasta 14 pM
y que existe una disminucion marcada después de 16 UM, esta disminucion representa

cerca del 40% y 70% a la concentracion de 20 pM.
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Figura 11. Viabilidad celular de NGC tratadas con a-mangostina. A) Determinacion de viabilidad celular por
el método de MTT, n= 5-6. B) Determinacion de viabilidad celular por el método de exclusién de IP, n= 4.
Las NGC se incubaron con a-mangostina durante 24.5 h. Los resultados se representan como
promedioEEM. * p<0.001 vs control.

a-mangostina pM

En el panel B se muestra la determinacion de viabilidad celular por el método de IP,
donde se confirmd lo encontrado con el método MTT, ya que a 16 se observa un aumento

de la muerte celular, aunque ésta es significativa sélo en 20 uM.

-13-



IP Campo claro IP Campo claro

by \

a-mangostina2 pM -t %

control

a-mangostina6 pM/d -

a-mangostina8 uM - Yok a-mangostina 10 pM;’ "

a-mangostina 20 uM: . ;

Figura 12. Micrografias d I capatacién de IP y de campo claro. La células se trataron con difetrentes
concentraciones de a-mangostina durante 24.5 h.

En la figura 12, se presentan las micrografias de NGC tratadas con diferentes
concentraciones de a-mangostina siendo representativas de los experimentos con los que
se construyo la figura 11B. Como se menciond en la seccion de métodos, el IP entra
a las células con membrana dafiada y las marca con un color un color rojo brillante,

por lo que una mayor cantidad de puntos rojos indica mayor numero de células dafiadas.
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Como se observa, en las concentraciones 16 y 20 uM el numero de células marcadas
es mayor comparado con el control y el resto de las concentraciones de a-mangostina.
Las micrografias en campo claro de las células tratadas con o-mangostina desde
0 a 14 yM muestran las caracteristicas morfolégicas normales de las NGC: el soma
es oscuro y de forma ovalada rodeado de un halo refringente, y los procesos son gruesos,
oscuros y bien definidos. Sin embargo en las células tratadas con a-mangostina 16 uM,
muestran algunas células hinchadas y células dafiadas cuyo soma ya no es oscuro y han
perdido el halo refringente, ademas los procesos se ven delgados. Estas caracteristicas
anormales son aun mas evidentes en las células tratadas con a-mangostina 20 pyM.

Esta determinacion se hizo con la finalidad de saber desde que concentracion
la a-mangostina es téxica a las NGC, ya que se sabe que otros compuestos resultan

toxicos a ciertas concentraciones (Diplock, 1995).

Evaluacion del efecto de la a-mangostina sobre la neurotoxicidad inducida
por 3-NP.

Con los resultados anteriores fue posible escoger un rango de concentraciones
de a-mangostina para evaluar el efecto del 3-NP, las concentraciones usadas
de a-mangostina fueron de 0 a 12 pM. Las NGC se preincubaron 30 min
con a-mangostina, y después se expusieron al 3-NP durante 2 h. La viabilidad celular

se determino6 24 h después.
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Figura 13. Viabilidad celular de NGC preincubadas con a-mangostina en la neurotoxicidad por 3-NP a las
24 h. A) Determinacion de la viabilidad celular por el método de MTT, n=12-6. B) Determinacion de la
viabilidad celular por el método de exclusion de IP, n= 4. Las NGC se preincubaron 30 min
con a-mangostina para ser expuestas después a 2 mM de 3-NP. Con Los resultados se representan
como promedio + EEM. *p<0.05 y **p<0.001 vs control, #p<0.05 y ##p<0.001 vs 3-NP.

Tabla 1. Porcentaje de prevencién de la a-mangostina en la neurotoxicidad inducida por 3-NP.

Concentracion de a-mangostina % De prevencién
MTT IP
2 5.7 29.5
4 22.6 34.7
6 52.8 77.9
8 60.4 90.5
10 66.0 82.1
12 84.9 83.2

En la figura 13, se muestra el efecto de la a-mangostina sobre el dafio neuronal
inducido por 3-NP. De acuerdo a lo reportado anteriormente (Olsen et al., 1999; Mandauvilli
et al., 2005) el 3-NP disminuye la viabilidad celular (figura 13). En el panel A se observar
que el3-NP provoca una disminucidén de la viabilidad celular en un 53%,
y es estadisticamente diferente respecto al control. Mientras que en el panel B la
captacion de IP es 10 veces mayor respecto al control. En ésta figura se observa que la o-
mangostina previene el dafio de manera dependiente de la concentracion, siendo
significativa a partir de 6 yM.

En la tabla 1 se encuentran los porcentajes de proteccion de la a-mangostina, tanto

para el método MTT como para IP.
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Figura 14. Micrografias de la captacion de IP y de campo claro, 24 h después del tratamiento. Las células

se preincubaron con o mangostina 30 min, para ser tratadas con 2 mM de 3-NP como de describe
en los métodos.

En la figura 14, se presentan las micrografias de NGC tratadas con 3-NP
y diferentes concentraciones de a-mangostina siendo representativas de los experimentos
con los que se construyo la figura 13B. Como se observa, el 3-NP muestra un mayor
numero de células marcadas con IP y las micrografias de campo claro las caracteristicas
de dafio celular. El dafo celular se observa porque algunas células estan hinchadas, otras

no presentan un soma oscuro y han perdido el halo refringente, ademas los procesos
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se ven delgados y deshechos. Al usar las concentraciones de 2 y 4 uM de a-mangostina
no se observa una disminucion en el numero de células marcadas con IP y las
caracteristicas morfolégicas no se mejoran. A partir de 6 yM de a-mangostina se observa
que existe menor cantidad de células marcadas con IP y se recuperan las caracteristicas
morfolégicas normales de las NGC: el soma es oscuro y de forma ovalada rodeado de un
halo refringente, y los procesos son gruesos, oscuros y bien definidos.

Evaluacion de la produccion de ROS.
Por otra parte se sabe que parte del mecanismo por el cual el 3-NP produce dafo celular
es debido a la produccion de ROS, como O,", H,O,, *OH y ONOO™ (Olsen et al., 1999;
Nasr et al., 2003; Mandavillin et al., 2005), y que el uso de antioxidantes puede disminuir
la toxicidad inducida por éste (Olsen et al., 1999; Mandavillin et al., 2005). Tomando en
cuenta que a la a-mangostina se le ha atribuido capacidad antioxidante (Williams et al.,
1995; Mahabusarakam et al., 2000; Jung et al., 2006; Devi Sampath y Vijayaraghavan,
2007), el efecto protector de ésta podria estar involucrado en la produccion de ROS.
Con la finalidad de estudiar al menos en parte del mecanismo por el cual la a-mangostina
previene la muerte celular inducida por 3-NP, se evalud la produccion de ROS. Utilizando
las concentraciones de a-mangostina en las que se encontrdé la minima y la maxima
proteccién (6 y 12 uM) en la neurotoxicidad por 3-NP.

La produccion de ROS se evalu6 mediante el uso de dos sondas, HEt
y carboxi-H,DCFDA, las cuales al ser oxidadas por ROS dan como productos compuestos
fluorescentes, Et y carboxi-DCF respectivamente. Se utilizaron estos dos marcadores
porque el HEt es un marcador considerado especifico para O," y la carboxi-H,DCFDA
no es especifica para un tipo de ROS por lo que puede dar un panorama general,
ya que se ha reportado que es oxida por H,O,, *OH, ROO® (Gomes et al., 2005).

En la figura 15 se muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia de los
productos de oxidacion de las sondas antes mencionadas, cuando las NGC son tratadas
con 3-NP y a-mangostina. Se encontré que las NGC tratadas con las dos concentraciones

de a-mangostina escogidas produjeron una menor cantidad de ROS.
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Figura 15. Evaluacion de la produccion intracelular de ROS en NGC tratadas con 3-NP y a-mangostina. Las
células fueron incubadas con a-mangostina con y sin 3-NP. A) Evaluacién de la produccién de ROS con la
sonda HEt a una concentracién final de 2 yM, n=5-3. B) Evaluacién de la produccion intracelular de ROS
con la sonda carboxi-H,DCFDA, n=4-3. Los datos se representan como promedio + EEM. *p<0.05
y **p<0.001 vs 3-NP.

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién de la oxidacién de Et y carboxi-CDFA en NGC tratadas con a-mangostina
y 3-NP.

Concentracion % de inhibicién de ROS
o-mangostina
con 3-NP Et Carboxi-CFDA
6 88.6 68.8
12 91.8 60.7

Sin embargo, la menor produccion de ROS se detectd utilizando el HEt lo cual
puede deberse como ya se menciond, a que ésta sonda es mas especifica para O,",
mientras que la carboxi-H,DCFDA es inespecifica. Lo cual nos estaria dando evidencia
de que el O, tiene un papel muy importante en el dafo inducido por 3-NP lo cual ya se
ha observado en otros trabajos (Bacsi et al., 2006), y que la a-mangostina es capaz
de neutralizar dicha ROS. Por otra parte, el hecho de que la disminucion no fue tan
evidente con la carboxi-H,DCFDA estaria sugiriendo la participacion de otras ROS las
cuales no fueron neutralizadas por la a-mangostina. Esto es relevante dado que en
nuestro laboratorio se determiné que la a-mangostina es capaz de atrapar O, y ONOO™
(Nolasco-Amaya, 2008), y O,' (datos no publicados).
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Et Carboxi-CFDA Campo claro

a-mangostina 12 uM + 3-NP

Control

a-mangostina 6 uM

a-mangostin 12 uM

de ROS uando las sondas HEt
y carboxi-H,DCFDA. Las NGC se trataron con a-mangostina y 3-NP, y la produccion de ROS se determiné
alas 6 h.

Figura 16. Micrografias fluorescentes de la produccién intracelular

Adicionalmente se puede observar en la figura 16 la disminucién en la produccion
de ROS. Ya que existe una menor cantidad de células con fluorescencia usando
las sondas en las dos concentraciones de a-mangostina. Esta disminucion representa
hasta un 92 % con Et y 69 % con carboxi-CFDA (tabla 2). Ademas, se observa
que la fluorescencia de ambas sondas es practicamente igual en el control y al usar
las dos concentraciones de o-mangostina sin el tratamiento con 3-NP. Lo que indica

que la a-mangostina por si misma no produce ROS.
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8. Conclusiones

e La a-mangostina no afecta la viabilidad celular de NGC hasta 14 uM.

o Existe efecto protector de la a-mangostina en la neurotoxicidad por 3-NP
de manera dependiente de la concentracion.

e Parte del mecanismo por el cual la a-mangostina ejerce su efecto protector

es por la disminucion en la produccion de ROS inducidas por 3-NP.

9. Perspectivas

Profundizar el estudio del mecanismo neuroprotector de la a-mangostina en las NGC.
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