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RESUMEN.

La administracion intraestriatal (i.e.) de acido quinolinico (QUIN) reproduce
en roedores alteraciones morfolégicas y bioquimicas a nivel celular asi como
alteraciones conductuales, siendo el estrés oxidante un mecanismo clave en la
neurodegeneracion inducida con QUIN. Hasta ahora, las terapias para los
pacientes que padecen enfermedades neurodegenerativas son paliativas; por ello,
la busqueda de nuevos farmacos esté justificada.

Los compuestos organosulfurados del ajo ejercen un efecto protector en
modelos cuya fisiopatologia involucra al estrés oxidante. En particular el
dialildisulfuro (DADS) es un excelente antioxidante lipofilico; y por ello, en este

trabajo se evaluo su efecto sobre el dafio inducido por el QUIN.

Se utilizaron ratas Wistar macho (280-300 g) en 2 esquemas: A. 7 dosis de
DADS de 20, 40 y 60 mg/kg cada 24 h iniciando 30 min antes de la administracion
del QUIN y B. 1 sola dosis de DADS de 60 y 100 mg/kg, 30 min antes de la

administracion del QUIN.

La administracion de 1 dosis de DADS (100 mg/kg) mostré la mayor proteccion
morfologica por ello, este esquema se empled para determinar la asimetria
motora, el nivel de proteinas oxidadas, la inmunorreactividad y la actividad en los
siguientes grupos: Control (CT), DADS, QUIN y QUIN+DADS. Los grupos CT y
DADS recibieron 1 pyL de SSI i.e., mientras que los grupos QUIN y QUIN+DADS
recibieron 1 pL de QUIN (240 nmol) i.e. Los grupos CT y QUIN recibieron 500 pL
de aceite vegetal i.g., mientras que los grupos DADS y QUIN+DADS recibieron
DADS (100 mg/kg) en 500 L de aceite vegetal i.g.

La dosis de 20 mg/kg de DADS no modificé el dafio morfologico inducido por el
QUIN; Sin embargo, las dosis de 40, 60 y 100 mg/kg mostraron un efecto
protector, siendo la dosis de 100 mg/kg la mas efectiva. El tratamiento con DADS
(100 mg/kg) mejoré la asimetria motora y disminuyo el nivel de proteinas oxidadas
a los 7 dias post lesion comparado con el grupo QUIN. Por otro lado, se observé

gue 3 h después de la administracion del QUIN, el tratamiento con DADS (100
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mg/kg) redujo la cantidad de células inmunorreactivas para la TrxR y restablecio la
actividad de la glutation-S-transferasa (GST), comparado con el grupo QUIN. El
efecto protector podria estar asociado con las propiedades antioxidantes del
DADS ya que disminuy6 el nivel de proteinas oxidadas, promovio la activaciéon de
la GST y reguld la expresion de la TrxR. Sin embargo, el mecanismo de cémo lo

hace aun debe ser investigado.



1. INTRODUCCION.

1.1 Enfermedades Neurodegenerativas.

La esperanza de vida en las poblaciones humanas se ha incrementado a
través de los afios y ésta se ha visto acompafiada por una marcada prevalencia de
las enfermedades neurodegenerativas; las cuales se caracterizan por una
disfuncion progresiva y pérdida neuronal. Estas enfermedades son un grupo
heterogéneo de padecimientos con distintos fenotipos clinicos y etiologia genética.
A pesar de que la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas son
esporadicas, otras pueden ser ocasionadas por mutaciones genéticas que afectan
una gran diversidad de proteinas. Sin embargo, existe evidencia sustancial que
indica que la excitotoxicidad y el estrés oxidante son mecanismos fundamentales

gue participan en la degeneracion neuronal (Hague et al., 2005).

Los procesos basicos que inducen neurodegeneracion se consideran
multifactoriales, tales como factores genéticos, ambientales y enddgenos, éstos
altimos incluyen dindmicas anormales de las proteinas como degradacion y
agregaciones defectuosas. Ademas, Influyen otros factores como la formacion de
radicales libres, el estrés oxidante, la alteracion de las funciones bioenergéticas y
mitocondriales asi como los procesos neuroinflamatorios. Estos mecanismos
generalmente activan cascadas programadas de muerte celular jugando un papel

importante en la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas.

Los estudios de patologia molecular han permitido identificar de forma
especifica algunas de las alteraciones proteicas caracteristicas de cada uno de los
procesos neurodegenerativos y asi se asocia a la enfermedad de Alzheimer con la
produccién anormal del péptido B-amiloide; a la enfermedad de Parkinson con los
depdsitos de a-sinucleina, componente importante de los cuerpos de Lewy; y a los

desérdenes de poliglutaminas con la enfermedad de Huntington (Jellinger, 2003).



1.2 Panorama general sobre las enfermedades neurodegenerativas en
México.

La demencia y otros trastornos neurodegenerativos han ido aumentando a
través del tiempo. En el periodo de 1985-2010, la enfermedad de Parkinson
(Figura 1), alcanzé el punto mas alto de mortalidad en el afio 2005 con una tasa

de 12.2 defunciones por cada 100 mil habitantes, siendo el grupo de mayor
impacto el de 60 afios y mas.
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Fuente: Direccion General de Informacién den Salud (DGIS). Base de defunciones.

Figura 1. Mortalidad asociada con la enfermedad de Parkinson en la categoria de individuos
con 60 afios y mas en México (1980-2010).

En la mortalidad por esclerosis multiple (Figura 2) las personas de 60 afios y mas

son aquellas que muestran la tasa de mortalidad mas alta con 1.1 defunciones por
cada 100 mil habitantes en el afio 2009.



12

o8 s 20 2 39
w— 0 2 59
3 e 60 y M3
©
04
. —

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2009 2010**
Ano

* Tasa por 100 mil habitantes, **cifras preliminares
Fuente: Direccion General de Informacion en Salud (DGIS). Base de defunciones

Figura 2. Mortalidad asociada a la esclerosis mdultiple segun la edad en
México (1980-2010).

Las defunciones por Alzheimer han aumentado en un 210% desde el afio
2000 al 2009. En la Figura 3 se puede observar que el grupo con mayor riesgo de

fallecer a causa de esta enfermedad es el sexo femenino.

» 2000 2009

25-29
35.39 Mujeres Hombres
40-44
45-49
50-54
55-59
60-64
65-69
70-74
75-79
80-84
85 y mas

400 300 200 100 0 100 200

Fuente: Direccién General de Informacion (DGIS). Base de datos de defunciones en méxico (1979-2009 ).

Figura 3. Defunciones asociadas a la enfermedad de Alzheimer por sexo (2000 y 2009).



En el 2005 se reportdé que en México existen alrededor de 800 personas
con la enfermedad de Huntington. En el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez’, se atienden alrededor de 300 personas
afectadas por este padecimiento hereditario que presenta muy elevado riesgo de
transmision a la descendencia, ya que cada hijo de padre con la enfermedad de
Huntington tiene una posibilidad de 50% de desarrollarla (Disponible en web:
DGIS, 2012; DGEP, 2010; INNN, 2013).

1.3 Excitotoxicidad.

El concepto de excitotoxicidad implica que los aminoacidos excitadores
ejercen un efecto excitatorio y neurotoxico. Mientras que son esenciales para la
actividad neuronal normal, su efecto neurotéxico se alcanza cuando un exceso de
neurotransmisores se acumula en el espacio sinaptico provocando alteraciones en
el metabolismo energético mitocondrial y en la homeostasis del Ca®*

contribuyendo a la muerte celular (Beal, 1994).
1.3.1 Aminoéacidos excitadores.

Los aminoacidos glutamato, glicina y el &cido y-aminobutirico (GABA)
derivado del glutamato, son neurotransmisores esenciales para el funcionamiento
normal del Sistema Nervioso Central (SNC). El glutamato y el GABA son los
neurotransmisores mas abundantes en el SNC y la glicina lo es en la médula
espinal. El glutamato al actuar sobre receptores ionotrépicos o metabotropicos, es
el principal neurotransmisor excitador del SNC en mamiferos y esta involucrado en
diversos procesos como el aprendizaje, la memoria y el desarrollo neural.
Ademas, cualquier manipulacion directa a sus receptores puede comprometer

importantes funciones fisioldgicas.

Un incremento en la concentracion de glutamato en el espacio sinaptico
puede producir efectos neurotdxicos asociados a la etiologia de enfermedades
agudas (hipoxia, isquemia, traumatismo cerebral) o crénicas (enfermedades

neurodegenerativas) (Ozawa et al., 1998).



Las neuronas glutamatérgicas juegan un papel importante en las funciones
neurofisiolégicas. En condiciones normales, el glutamato es el mayor
neurotransmisor en la percepcion primaria y cognitiva en el cerebro, produciendo
una respuesta excitatoria. Esta respuesta se genera como consecuencia de una
interaccion entre el glutamato y su receptor ionotrépico. La sobreactivacion de los
receptores de glutamato pueden resultar en la disfuncion neuronal y la muerte

mediante un proceso llamado excitotoxicidad (Sims et al., 1995).
1.3.2 Receptores glutamatérgicos.

Los efectos excitatorios del glutamato ocurren por medio de la activacion de
3 tipos de receptores ionotrépicos y varias clases de receptores metabotropicos
unidos a proteinas-G. Los receptores ionotrépicos activados por el glutamato son
el receptor N-metil-D-aspartato (NMDAr), el receptor a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propionato (AMPAr) (Figura 4) y el receptor de acido kainico (KA).
Estos receptores ionotropicos estéan ligados a canales idnicos permeables a varios

cationes (Danysz y Parsons, 2003).

Los receptores de NMDA son dependientes de Ca** y se expresan en
neuronas centrales, tienen gran permeabilidad al Ca®* lo que les adjudica
propiedades de conductancia (Rothstein, 1996). La continua activacién de un gran
namero de receptores NMDA (especialmente los subtipos NR1/NR2B) conlleva al
incremento del Ca?" intracelular promoviendo la actividad enzimatica que propicia
una cascada de eventos que eventualmente culminan en apoptosis 0 necrosis
(Ndountse y Chan, 2009). Estos efectos favorecen la despolarizacion de la
membrana mitocondrial, la activacion de caspasas, la produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO/ERN), radicales libres y en conjunto la

toxicidad neuronal (Fan y Raymond, 2007).
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Figura 4. Activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) y a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionato (AMPAr). Diagrama modificado de Kemp y McKernan, 2002.

1.3.3 Calcio intracelular

Se sabe que el sistema nervioso central es particularmente vulnerable a
variaciones energéticas debido a dos principales razones: i) la elevada tasa
metabolica de las células neuronales y ii) su baja capacidad para almacenar
substratos energéticos. Consecuentemente, cualquier deficiencia de substratos
energéticos produce cambios importantes en las concentraciones ionicas intra y

extracelulares afectando también al potencial de membrana (Martin et al., 1994).

La excitotoxicidad involucra una elevacién de Ca®" intracelular en respuesta
a una exposicion continua de aminoacidos excitadores, principalmente a glutamato
1995). Una perturbacién en el flujo de Ca**

(Massieu et al., intracelular potencia

rutas metabdlicas letales que comprenden la activacién de enzimas degradativas,




la formacion de ERO/ERN vy la disfuncion mitocondrial (Rami et al., 1997)

conduciendo a la célula a la muerte por necrosis o apoptosis.

El influjo sostenido de Ca®" a través de los canales i6nicos de los
receptores de glutamato representa un mecanismo comun de muerte celular. El
exceso de glutamato en el SNC puede resultar en una elevada concentracion de
Ca** en organelos sensibles como la mitocondria y el reticulo endoplasmico
(Friedman, 2006). Debido al rol esencial del Ca** en promover la muerte celular, el
bloqueo del influjo de Ca** puede reducir la sensibilidad a los estimulos
apoptéticos. Un ejemplo es la calcineurina una serina-treonina fosfatasa
dependiente de Ca®", que estimulada por la calmodulina induce apoptosis en
neuronas de hipocampo asi como en células HelLa (Wang et al., 1999).
Adicionalmente, numerosos estudios han demostrado que la activacion de la
calpaina, una proteasa apoptética dependiente de Ca** también precede a la

muerte celular bajo condiciones elevadas de Ca** (Wang, 2000).
1.4 Estrés oxidante.

El estrés oxidante es consecuencia de un desequilibrio en la homeostasis
redox celular y tiene una gran implicacién en la patologia de los desdrdenes
neurodegenerativos. La relacion entre el estrés oxidante y la muerte neuronal ha
sido estudiada ampliamente. El estrés oxidante dafia proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y modifica la permeabilidad mitocondrial, lo que a su vez puede estimular la
produccion de ERO, afectar el metabolismo energético y liberar factores pro-

apoptaéticos al citoplasma como es el caso del citocromo c (Nicholls, 2004.)

1.4.1 ERO, ERN y radicales libres.

Un radical libre se define como un atomo o grupo de atomos que contienen
uno o mas electrones desapareados dentro de su estructura, éstas especies son
altamente reactivas; por ello, su tiempo de vida media es menor a 1 us y se

combinan para generar moléculas mas estables.
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Un radical libre se forma cuando un enlace se fragmenta homoliticamente,
para lo cual se debe suministrar suficiente energia para disociar el enlace, dicha
energia puede ser suministrada por una reaccion de 6xido-reduccion transfiriendo

electrones.

La reaccion de Fenton (Reaccion 1), implica la oxidacion del Fe(ll) a Fe(lll)
mediada por el H,O,, el cual se fragmenta en un ién hidroxido (OH") y un radical
hidroxilo (OH’), éste ultimo es de muy alta energia y puede oxidar y fragmentar

cualquier compuesto organico (Konigsberg, 2008).

Fe?" + H,0,—> Fe®*+ OH + OH™ (Reaccion 1)

La reduccion univalente del O, (Reaccién 2) genera algunas especies

radicales y no radicales (Ghaffari, 2008):

OH
" - - + -
e ria e = e
02 . 02 —_—) H202 » -OH > 2H20
Oxigeno Anion T Peréxido de Radical T Agiia
superéxido hidrégeno hidroxilo
2H oH"

(Reaccion 2)

En la tabla 1 se enlistan las principales ERO/ERN de importancia biologica y en la

tabla 2, se mencionan las fuentes, la reactividad y la eliminacion de las mismas.
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Tabla 1. Principales ERO y ERN de importancia bioldgica.
Especies reactivas de oxigeno
Radicales
Superoxido (0,7)
Hidroxilo (OH")

Peroxilo (RO

No radicales Radicales

Peréxido de Oxido nitrico
hidrégeno (H,0O5) (NO)
Acido hipocloroso Di6xido de

(HOCI)
Oxigeno singulete

(1Ag)

nitrégeno ( NO,)

Peroxinitrito (ONOO")
Ozono (O3)

Especies reactivas de nitrégeno

No radicales
Peroxinitrito ONOO"
Anién nitroxilo (NO")

Triéxido de dinitrégeno
) (N2O3)
Acido nitroso (HNO,)

(Halliwell 2006)

Tabla 2. Fuentes, reactividad y eliminacion de las principales ERO y ERN

Especie | Fuente Reactividad Eliminaciéon
O, Externa, Catalasa Hemo, Fe (Il), flavinas, | Respiracién, oxidasas
alcoxilos, NO-
O3 Externa Acidos nucleicos, | Ascorbato
proteinas, lipidos,
sacaridos, y demas
compuestos celulares
o, Fotosensibilizacién, Acidos nucleicos, | Carotenos, tocoferoles,
descomposicién del | proteinas, lipidos, | glutatién, ascorbato
H,O,, dismutacion del | sacaridos, y demas
O, compuestos celulares
0O, Interna: cadena 0,7, NO:, Fe (lll), [4Fe-  Superoxido dismutasa
respiratoria, NADPH 4S], quinonas, difenoles (SOD) vy dismutacion
oxidasas, espontanea
xantinaoxidasas,
lipoxigenasa, Pyso,
hemoglobina,
peroxidasas
H,0, Dismutacion del O,” Ascorbato, hemo, Fe-S Catalasa, peroxidasas,
peroxirredoxinas
‘OH Reaccion de Fenton Cualquier compuesto | Glutation, ascorbato,
vecino solutos compatibles
NO- sintasa de oOxido nitrico | O,", hemo, Fe-S, tioles Hemoglobina,
(SON) flavohemoglobina
ONOO NO+ O,” CO,, 0,7, hemo, Fe-S,  Espontanea
tioles, lipidos
NO,- ONOO  + CO, Tir, Trp, Cis, hemo, lipidos | Glutatién, ascorbato

(Konigsberg, 2008)
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1.4.2 Antioxidantes.

Los organismos vivos han desarrollado multiples lineas de defensa contra el
estrés oxidante. En éste proceso de defensa participan dos tipos de moléculas
(Dinkova-Kostova et al., 2007):

1 Antioxidantes directos, compuestos de bajo peso molecular (ascorbato,
glutation, tocoferoles, acido lipoico, ubiquinonas, carotenos) que pueden
atrapar productos de la oxidacion de especies reactivas como los
peroxidos, ERO, ERN y que se consumen o modifican durante su proceso
de accion antioxidante siendo necesario su reemplazo o regeneracion.

2 Antioxidantes indirectos, éstos agentes pueden o no tener actividad redox y
ejercen muchos de sus efectos a través de la regulacién positiva de las
enzimas de fase Il. Estas enzimas actuan cataliticamente, exhiben tiempos
de vida media prolongados y presentan gran variedad de actividad
detoxificante y antioxidante.

Las proteinas y enzimas relacionadas con un efecto antioxidante se pueden

clasificar en 3 grupos principales (Lee et al., 2003):

Grupo 1. Proteinas involucradas en la homeostasis del glutation (GSH) como la
glutation-S-transferasa (GST), la y-glutamin cistein ligasa (GCLC), la glutation

peroxidasa (GPx), la peroxirredoxinas (PRXx) y la glutation reductasa (GR).

Grupo 2. Proteinas involucradas en la detoxificacion del H,O, y la homeostasis del
Fe como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), las peroxirredoxinas
(PRXx), la tiorredoxina (Trx), la hemooxigenasa-1 (HO-1) y la tiorredoxina reductasa
(TrxR).

Grupo 3. Proteinas involucradas en la homeostasis del NADPH como el citocromo

P4501B1 (CYP1B1), la GST, la TrxR, la NADPH:quinona oxidorreductasa 1
(NQO1), la GR y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).
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A continuacion se enlistan algunas de las proteinas pertenecientes a los 3

grupos descritos anteriormente.

e Las SOD son una familia de enzimas que catalizan eficazmente la

dismutacion del Oz'_(Reaccién 3):

20, +2H" —> H,0,+ 0, (Reaccion 3)

Existen 3 tipos de SOD (Flynn y Melov, 2013; Konigsberg, 2008):

) SOD1 conocida como CuZnSOD por tener Cu y Zn en su centro
catalitico, se localiza en citoplasma, nucleo, peroxisomas y en la
membrana externa de la mitocondria.

i) SOD 2 conocida como MnSOD por tener Mn en su centro catalitico,
se localiza en la membrana interna de la mitocondria.

i) SOD 3 conocida como ECSOD, tiene Cu y Zn en su centro catalitico

y es extracelular asociada a la heparina.

e La catalasa es una enzima que descompone al H,O, directamente en O,y

agua (Reaccion 4).

H, O, —> 2H,0+ 0, (Reaccion 4)

Existen variedades de catalasas, las hemocatalasas con Fe como grupo
prostético en mamiferos y las catalasas que contienen manganeso en bacterias
(Konigsberg, 2008).

e La NQO1 es una flavoproteina ampliamente distribuida que promueve la

reduccion de dos electrones de quinonas, compuestos nitroaromaticos y
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colorantes tipo azo (Figura 5). Estas reducciones abaten los niveles de
guinonas y minimizan la oportunidad de generar intermediarios reactivos.
NQOl1l es una enzima altamente inducible regulada por la via
Keapl/Nrf2/ARE (Siegel et al., 2012)

Quinona Hidroquinona
R L - ) R ' ! Las hidroquinonas
N N NQO1 Estable son menos téxicas
I | NS =  que las quinonas y
o N R - R mas facilmente

o OH excretadas

rearreglos estructurales

Y
Alquilacion de biomoléculas

Mitomicina C

Figura 5. Reduccion de la quinona por la NADPH:quinona oxidorreductasa (NQO1)
(modificado de Siegel, 2012).

e La HO es la enzima que cataliza el paso limitante de la degradacién del
grupo hemo, produciendo monoéxido de carbono, hierro y biliverdina
(Reaccion 5). En un siguiente paso, la biliverdina reductasa convierte la
biliverdina en bilirrubina. En los mamiferos se ha descrito la expresion de al
menos dos isoformas de la HO codificadas por dos diferentes genes,
denominadas HO-1 y HO-2 (Konigsberg, 2008).

biliverdina
HO , reductasa
Hemo + O, mco + biliverdina + Fe" mbilirrubina
NADPH + H* NADP* NADPH + H*  NADP" (Reaccién 5)
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La Trx junto con la TrxR y el NADPH comprenden el sistema de la Trx. La TrxR
es una selenoenzima con 3 isoformas, TrxR1 en el citosol, TrxR2 en la
mitocondria y TrxR3 o TGR (tiorredoxina glutation reductasa). La descripcion
mas general del sistema de la Trx es su rol como reductor de disulfuros

proteicos que se presenta en la (Figura 6).

Glucosa
NADPH +H*  TrxR-S, TrxR” SH Trx=S, Proteina —SH,
via FAD g
pentosa
fosfato
NADP* TrxR—(SH), TrxRZ Trx—(SH), Proteina-s,

FAD

Tiorredoxina reductasa Tiorredoxina
(2% 56 kDa) =112 kDa (12 kDa)

Figura 6. Sistema de la Tiorredoxina (Trx) — Tiorredoxina Reductasa (TrxR). El NADPH
es la fuente de electrones del sistema, proveniente en gran cantidad de la via de las
pentosas fosfato. La Trx oxidada (Trx-S) se reduce mediante la accion del NADPH y la
selenoenzima TrxR. Los electrones son transferidos del NADPH al FAD y después
hacia el disulfuro activo redox N-terminal de la TrxR, finalmente se transfieren al siti o
activo C- terminal Gly-Cys-*Sec-Gly de la otra subunidad. La tiorredoxina reducida (Trx-
SH) cataliza la reduccion del enlace disulfuro en las proteinas (Modifida de Day, 2009).
*Sec (Selenocisteina).

e El GSH es uno de los tioles no proteinicos mas estudiados a nivel

intracelular debido al papel critico que juega en la fisiologia y bioquimica
celular. Es un tripéptido que se encuentra en altas concentraciones en
todas las células en el cerebro, su sintesis de lleva a cabo en astricitos y
neuronas a partir de los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina (Figura
7), el grupo sulfhidrilo (-SH) de la cisteina, es requerido para la reduccién
de puentes o enlaces disulfuro de las proteinas y para deshacerse de
moléculas oxidantes y electrofilos. EIl GSH participa en diversos procesos
celulares como la sintesis de DNA y la modulacion de la funcion protéica,

ademas de ejercer un rol importante en el sistema antioxidante celular
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(Sims et al., 2004; Njalsson, 2005). EI GSH puede reaccionar de manera no
enzimatica con compuestos oxidantes o apoyar la actividad de la GPx en el
aclaramiento de perdxidos organicos, también se encuentra involucrado en
reacciones detoxificantes de compuestos electrofilicos via la GST (Figura 8)
(Maher, 2005).

6 r—— (3) Espacio intercelular 2 - Neurona: -\
% QCVSGIV .

GSH

y-GluCys GSH GSH =)
+Gly (Y -GluCysGly)

A

y -GluCys Y-GluCys
1 @(1) e

Cistina Q c | Cistina (6

Transportador Ia ©)
Glu + ATP Glu + ATP
+Cys +Cys
\ Cysx2
N \ J

Figura 7. Sintesis del Glutation. (1) El glutamato (Glu) y la cisteina (Cys) se unen para formar el
dipéptido y-glutamilcisteina (y-GluCys) a través de la y-glutamilcisteina sintetasa (GCS). (2)
Posteriormente se adiciona glicina (Gly) para formar glutation (GSH) en una reaccion catalizada por
la glutation sintetasa (GS). Estas reacciones ocurren tanto en astrocitos como en neuronas. Ante
una demanda neuronal de GSH, los astrocitos pueden secretar GSH al espacio intercelular (3)
donde se separa en Glu y Cys-Gly por la y-glutamiltranspeptidasa (GGT). (4) El dipéptido Cys-Gly
se separa en los aminoacidos individuales por la aminopeptidasa (ApN) ubicada en la membrana
neuronal. (5) La cisteina libre se transporta al interior de la neurona mediante un transportador de
aminoacidos excitadores conocido como EAAC1, dentro de la neurona la cisteina participa en la
sintesis de GSH. (6) Por otro lado, la cys se dimeriza para formar cistina que ingresa al interior del
astrocito mediante el transportador Xc” donde genera cys nuevamente el cual se usara para la
sintesis de GSH. Figura modificada de (Johnson, 2012).
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H,0 GSSG NADPH + H*

Gssf (3) Glutation peroxidasa (2) Glutatién reductasa
Q
SE H,0, GSH NADPH
5=
£3
E E Gutation-S-transferasa
z } ()
s GSH » GS-R —-"*5 G5-R

}m

R [sustrato de GST)

MITOCONDRIA ESHL‘ ot
(
A . Gﬁiﬁ--"f NUCLEO
LGSSG < GSSG
CITOSOL

Figura 8 Metabolismo del Glutation. (1) El glutation (GSH) se conjuga con el sustrato
(reacciones de fase Il) mediante la Glutation-S- transferasa (GST) y se transporta hacia el exterior
de la célula. (2) El glutation oxidado (GSSH) proveniente del nucleo, el reticulo endoplasmico y la
mitocondria, es transportado hacia el citosol donde puede iniciar de nuevo el ciclo de reduccion
mediante la glutation reductasa (GR). (3) la oxidacion del GSH estd mediada por la enzima
Glutation peroxidasa que a su vez reduce el peréxido de hidrégeno en agua. La relacion normal
entre la concentracién de GSSG y GSH es de 1/10, variando la concentracion de GSH entre 1y 10
mM. Imagen modificada de (Martinez-Samano et al., 2011).

1.5 Acido Quinolinico (QUIN).

El &cido 2,3-piridindicarboxilico (QUIN) es un metabolito endégeno del L-
triptofano sintetizado como un subproducto del metabolismo de la kinurenina
(Vender, 1975). La via de la kinurenina (KP) es la mayor ruta catabdlica del
triptéfano en mamiferos y uno de sus metabolitos es el QUIN, sintetizado a partir

de una sucesion de reacciones enzimaticas (Figura 9).
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S
H

Triptafano

Triptéfano-2,3-ciioxigenasal Indolamina-2, 3-dioxigenasa

écido quinolinico
fosforibosiltransferasa

3 l COH .
N > NAD
N7 TCOM

dcido quinolinico

T

dcido 3-hidroxiantranilico oxigenasa

(TDQ) (IDO) | (3-HAD)
{l'.: CO,H
C. = CH—COM
C[ - s NH,
HH —CHO OH
N-formilkinurenina acido 3-hidroxiantranilico
, Tkinurinasa
Formamidasa
o 0
I ! CH—COH
c CH—COH ~ =
e e
NH, kinurenina 3-monoxigenasa NH,
: : (KMO) OH
kinurenina

kinurenina aminotransferasa [y Il (KAT Iy 1)

l

OH

r:ﬁ
NZ ScoH

acido kinurénico

3-hidroxikinurenina (3-HK)

Figura 9. Via de la kinurenina.

La KP contiene al menos dos metabolitos neuroactivos ademas del QUIN, el
precursor de éste, la 3-hidroxikinurenina (3-HK) y el acido kinurénico (KYNA). Las
propiedades neurobiol6gicas de éstos compuestos incluyen la generacion de

radicales libres por la 3-HK (Vazquez et al., 2000) y la inhibicion de los NMDAr por
el KYNA.
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El triptéfano, la kinurenina y la 3-HK penetran rapidamente la barrera
hematoenceféalica, pero no existe un mecanismo de transporte para el QUIN vy el
KYNA (Fukui et al., 1991; Gal y Sherman, 1980), es por eso que la administracion

de QUIN se efectlia via intraestriatal.

La formacién de complejos QUIN-Fe puede generar OH mediante la
reaccion de Fenton siendo las lesiones estriatales inducidas con el QUIN
significativamente atenuadas mediante el tratamiento con agentes que se unan al

Fe Il o que atrapen ERO (Mduler et al., 2007; Santiago-Lopez et al., 2004).

El QUIN al ser administrado intraestriatalmente en roedores y primates

produce degeneracion de neuronas espinosas medianas (Ferrante et al., 1993).

Estudios previos indican que el QUIN es capaz de inducir una reduccion en
el consumo de O, alrededor de 6 h después de su administracion, sugiriendo que
la disfuncion mitocondrial y la disminucion en los niveles de ATP y NAD estan
involucrados en la cascada toxica mediada por el QUIN a través del flujo excesivo
de Ca?* que induce excitotoxicidad y muerte celular (Vezzani et al., 1987; Bordelon
et al., 1997).

Las lesiones con QUIN, un agonista glutamatérgico endégeno tipo NMDA,
proveen un modelo que mimetiza algunas de las alteraciones conductuales,
morfologicas y bioquimicas observadas en la enfermedad de Huntington. Estos
cambios incluyen: hiperactividad (Sandberg et al., 1989), discapacidad cognitiva
(Furtado y Mazurek, 1996), disminucion de los marcadores para neuronas
espinosas medianas y reduccion de los indices de neurotransmision GABAérgica y
colinérgica (Norman et al., 1989; Reynolds et al., 1997).

El SNC es particularmente vulnerable al estrés oxidante debido a su alta tasa
en el consumo de O, y a las altas concentraciones que posee de Fe y moléculas
oxidables como catecolaminas y acidos grasos poliinsaturados (Benzi y Moretti,
1995). El dafio oxidativo a las biomoléculas se acumula a lo largo de la vida de la
neurona lo cual se ha asociado al envejecimiento celular y a la neurodegeneracion
(Harman, 1956; Mattson et al., 1993).
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1.6 El ajo y sus derivados.

El ajo (Allium sativum) es empleado con frecuencia como condimento y
suplemento alimenticio, le son atribuidas propiedades antioxidantes,
cardioprotectoras, anticoagulantes y anticancerigenas (Siddique y Afzal, 2004;
Ohaeri y Adoga, 2006; Steinmetz et al., 1994). Sus compuestos organosulfurados
derivados como la S-alilcisteina, la allicina, el dialildisulfuro (DADS), entre otros,
han demostrado disminuir el dafio causado por las ERO, ademas de inhibir la
actividad de la sintasa de o6xido nitrico (SON) lo cual contribuye a disminuir el

estrés nitrosante (Chang y Chen .2005)

El ajo contiene predominantemente sulfoxido de S-alilcisteina (alina). Cuando
el ajo se corta y entra en contacto con el O, del ambiente, los sulféxidos se
degradan enzimaticamente a &acidos sulfénicos como la alicina los cuales se
descomponen de manera espontanea. Los acidos alil, metil y propil sulfénicos dan
lugar a los tiosulfonatos que son inestables particularmente al calor y se
descomponen en una mezcla de compuestos donde predominan los mono, di, triy

tetra sulfuros (Figura 10) (Malgorzata et al., 2012).

> ‘\’J\-COOH
Alina (sulfoxido de S-alilcisteina)

«—— cortar y exponer al oxigeno
alinasa (c-s liasa)

YmO d-====

P \.S/\/
Alicina (dialil tiosulfonato)

| 4-====

‘{,ﬂv ‘~\,d"“-.‘_‘_h\‘hL -
o reduccion
DAS (dialil sulfuro) por GSH
DADS (dialil disulfuro, Alil mercaptano

W‘S\S"SW — e S‘SH
pAaTs (dialil trisulfuro) Alil persulfuro

Figura 10. Degradacion enzimatica de la alina (Lanzotti, 2006).
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1.6.1 Dialildisulfuro (DADS)

El aceite de ajo contiene diversos compuestos sulfurados, incluyendo el
dialilsulfuro, el DADS vy el dialiltrisulfuro. Estudios previos reportan la induccién de
la sintesis de enzimas metabolizadoras como el CYP2B y la NQO1 mediadas
especialmente por el DADS (Fisher et al., 2007).

El dialilsulfuro, el DADS vy el dialiltrisulfuro han sido identificados como los
tres principales componentes del aceite de ajo (Wu et al., 2004). Debido a que se
ha documentado que estos compuestos afectan la regulacion transcripcional de
enzimas hepaticas de fase | y fase Il, es razonable esperar que se observe un
efecto similar en otros tejidos como lo es el cerebro, siendo el factor Nrf2 quien
juegue un papel preventivo contra la toxicidad mediada por xenobi6ticos,

induciendo la expresion de enzimas antioxidantes (Jaiswal, 2004).

El DADS se ha reconocido como un compuesto quimiopreventivo. Estudios
indican que este compuesto inhibe la proliferacion de células cancerigenas en
diferentes tipos de cancer humano como cancer de mama (Nakgawa et al., 2001),
de colon (Sundaram y Milner, 1996), de pulmoén (Sakamoto et al., 1997) y en la
leucemia (Kwon et al., 2002). También se ha reportado que el tratamiento con
DADS incrementa la actividad de la GST y la NQO1 en el higado de ratén, ambos
antioxidantes enzimaticos regulados por el factor de transcripcién Nrf2 (Srivatsava
et al., 1997)

Los derivados polisulfurados del ajo pueden ser biodegradados a
hidroperitioles, radicales tiol, radicales peritiol, azufre elemental (Sg), disulfuros

mezclados con proteinas, H,S y sulfatos inorganicos (Chatterji et al., 2005).

Es posible que el DADS se metabolice en una secuencia de reacciones
como sigue; DADS (S-S), aliltiol (-SH), anién tilolato (-S°), radical tiol (-S°),
disulfuros de proteinas, sulfuro de hidrégeno y sulfatos (SOs* y SO4%). Estas

reacciones en las células de higado promueven la sintesis de GSH, la
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estimulacién del metabolismo de la cisteina y finalmente una accion antioxidante
(Malgorzata et al., 2012).

1.7 Factor de transcripcion Nrf2

Ante un reto oxidante, la célula debe aumentar rapidamente su capacidad
antioxidante para contrarrestar el incremento de ERO y mantener la homeostasis.
El factor de transcripcion Nrf2 ayuda a controlar la homeostasis redox, ya que en
condiciones oxidantes, la via de sefalizacién se activa con el fin de generar la
expresion de una multitud de antioxidantes y enzimas de fase Il que reestablecen
la homeostasis redox. La proteina Keapl, rica en cisteinas, que se encuentra
anclada a la actina en el citosol, interactia con el Nrf2 como proteina adaptadora
para Culina 3 (Cul3) que es un complejo de ubiquitin ligasa. Bajo condiciones
normales, Keap 1 promueve la ubiquitinacion y la eventual degradacion de Nrf2,
este es un evento rapido (la vida media de Nrf2 es de 13 a 21 min) lo que permite

mantener un nivel basal bajo de Nrf2 (Kobayashi My Yamamoto M. 2006).

Los residuos de cisteina que posee la proteina Keap 1 le permiten actuar
como sensor, detectando cambios en el estado redox de la célula, un incremento
del mismo conlleva a la oxidacién de los residuos de cisteina especificos (C™*,
C?"3, c?®8 ) lo que deteriora su actividad como proteina adaptadora. Asi, en
presencia de estrés oxidante, Keap 1 se vuelve menos eficiente para promover la
degradacion de Nrf2 (Kobayashi y Yamamoto, 2006). Nrf2, cuyo tiempo de vida
media se extiende de 100 a 200 min en condiciones de estrés oxidante (Hong et
al., 2005), es traslocado al nucleo donde activa la transcripcion de una gama de
genes citoprotectores incluyendo los componentes del sistema antioxidante capaz

de balancear los altos niveles de ERO (Figura 10).

La sefial de exportacién nuclear localizada en el dominio de transactivaciéon
de Nrf2, es también sensible al estado redox. Contiene un residuo de cisteina en
la posicion 183 que se modifica bajo condiciones de estrés oxidante ocasionando
gue su actividad exportadora disminuya y aumentando la retencion de Nrf2 en el
nucleo (Li et al., 2006) donde se acumula y se asocia a la proteina Maf, formando
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un heterodimero que se une al ADN, especificamente al elemento de respuesta
antioxidante (ARE) caracteristico de los genes citoprotectores (Baird y Dinkova,
2011).

Estrés Oxidante Condiciones Normales

citosol Eoa (2)
(3) / Sk N2 | /_\
actina ’ / | “Lololo £
1 Nrf2 -
u .

(5) Enzimas de fase
(4) Nrf2 cT
S 3 _ Maf | - gg:‘ m;?:a’nm
X000 &
D N TRX
i NQO1

Figura 11. Via de activacion Keap1/Nrf2/ARE. Bajo condiciones normales (1), el complejo Keapl-
Nrf2 se encuentra unido a Cul 3 lo cual propicia su ubiquitinacién y posterior degradacién en el
proteosoma (2). Bajo condiciones de estrés oxidante (3), Nrf2 no se ubiquitna y se trasloca al
nucleo, (4) reconoce a la secuencia de elementos de respuesta antioxidante (ARE) activando la

transcripcion de enzimas antioxidantes (5) (Modificada de May, 2013).

La via de sefializacion Keapl-Nrf2-ARE (Figura 11) regula alrededor de 600 genes
citoprotectores que confieren diferentes barreras de proteccién, entre ellas se encuentran
enzimas antioxidantes, proteinas que exportan xenobidticos y sus metabolitos, enzimas
gue participan en la sintesis y regeneracion del GSH, enzimas que promueven la sintesis
de equivalentes reductores, enzimas que inhiben la inflamacion, proteinas que protegen

contra la toxicidad por metales pesados, proteinas de reparacion y remocion de proteinas
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dafadas, proteinas que regulan la expresién de otros factores de transcripcion y factores

de crecimiento, entre otros (Baird y Dinkova, 2011).

Recientemente se ha reportado que algunos compuestos derivados del ajo
como el DADS, el DATS y el DAS son capaces de activar el factor Nrf2 en higado,
rifidn, intestino y pulmén (Chen et al., 2004; Fisher et al., 2007; Fukao et al., 2004
Gong et al., 2004; Guyonnet et al., 1999; Kalayarasan et al., 2009; Wu et al.,

2002); sin embargo, no existe informacion de dicha induccion en el cerebro.

Debido a lo anterior, es posible que por las propiedades antes
mencionadas, los compuestos derivados del ajo y en particular el DADS, puedan
considerarse como una alternativa para el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas, ya que al ser lipofilicos pueden atravesar la barrera

hematoencefélica después de su administracion oral.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México y el mundo, el aumento en la esperanza de vida ha traido como
consecuencia una serie de padecimientos que afectan principalmente a la
poblaciéon que cuenta con 60 afios y mas. Enfermedades como el Alzheimer, el
Parkinson y el Huntington son un ejemplo de afecciones neurodegenerativas

progresivas que han incrementado su prevalencia a lo largo de los afios.

Por lo anterior, la ciencia se ha visto obligada a buscar alternativas para el
tratamiento de los pacientes afectados. Es importante recalcar que no existe hasta
ahora una cura para abordar dichas enfermedades, siendo el tratamiento de las

mismas unicamente paliativo.

Dado que dichas enfermedades desafian la homeostasis de las células
neuronales a través de las acciones nocivas de las ERO/ERN, la investigacion

actualmente esta considerando a los antioxidantes, como una alternativa eficaz
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para combatir el progreso de las enfermedades neurodegenerativas. Es por ello,

gue la experimentacion con nuevos farmacos esta justificada.

En este contexto, antioxidantes de origen natural como los derivados del ajo
(y en particular el DADS) podrian contribuir principalmente a retrasar el progreso
de la enfermedad y a disminuir el dafio motor que se genera influyendo de manera

positiva en la calidad de vida de los pacientes.
2.1 HIPOTESIS.

Si el DADS (antioxidante organosulfurado del aceite de ajo) como agente
preventivo logra inducir la sobreexpresion de enzimas antioxidantes que protejan
contra la lesioén ocasionada por el QUIN; entonces el deterioro celular y el déficit

motor inducido por ésta toxina disminuira.
3. OBJETIVO.

Evaluar el efecto del DADS sobre las alteraciones morfologicas,
conductuales y bioquimicas que se inducen tras la administracion intraestriatal de
QUIN en la rata.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Determinar el esquema de administracion y la dosis de DADS que ejerza el
mayor efecto protector a nivel morfolégico.

e Evaluar el efecto del DADS sobre el dafio estriatal ocasionado por el QUIN.

e Evaluar el efecto del DADS sobre las alteraciones conductuales inducidas
por el QUIN.

e Evaluar el efecto del DADS sobre el dafo oxidante en el estriado, medido
como el nivel de proteinas oxidadas.

e Evaluar el efecto del DADS sobre la expresion de las enzimas HO-1, GST,
Mn SOD, Cu/Zn SOD, NQO1, TrxR en el estriado.

e Evaluar el efecto del DADS sobre la actividad de la GR, GST, GPX y CAT

en el estriado.
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4. MATERIALES Y METODOS.
4.1 Reactivos.

El QUIN, se obtuvo de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA). El DADS se
obtuvo de LKT Laboratories, Inc ( St. Paul, USA).

Los demas reactivos empleados en los diferentes ensayos fueron grado

reactivo analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales conocidas.
4.2 Animales.

Se utilizaron Ratas macho Wistar con un peso de 280 a 300 g, criadas en el
bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM bajo condiciones controladas de
iluminacion (ciclos de 12 h luz y oscuridad), temperatura (25°C £ 3°C) y humedad
(50% + 10%). Se les suministré alimento comercial para rata (Laboratory Rodent
Diet 5001; PMI Feeds Inc., Richmond, IN, USA) y agua ad libitum. Los animales se
mantuvieron en cajas de acrilico (4 ratas por caja). Todos los procedimientos con
animales se llevaron a cabo bajo la norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y uso de los Animales de
Laboratorio. Durante todos los experimentos se realiz6 el maximo esfuerzo para

minimizar el sufrimiento de los animales.
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4.3 Metodologia.
4.3.1 Determinacién de la dosis.

A. En un primer esquema de administracion, se evaluo el efecto del DADS (20,
40 y 60 mg/kg) durante 7 dias iniciando 30 min antes del QUIN vy
sacrificando a los animales a los 7 dias post lesién (Figura 12).

DADS 20, 40, 60 mg/kg

-30 min

QUIN
SACRIFICIO

ﬁ Dias ﬁ

Figura 12. Esquema de administracién A (Dosis multiples).

B. En un segundo esquema se evalud el efecto de la administracion de una
sola dosis de DADS de 60 y 100 mg/kg, 30 min antes del QUIN sacrificando

a los animales a los 7 dias post lesion (Figura 13).

DADS 100, 60 mg/kg

20m QUIN
min SACRIFICIO

ﬁ Dias ﬁ
Figura 13. Esquema de administracion B (Una sola dosis).

Debido a que el esquema que mostré mayor proteccion fue el B con la dosis
de 100 mg/kg de DADS, ésta dosis fue la que se emple6 en los ensayos

siguientes.
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Los animales se dividieron en 4 grupos (n=6/grupo) como sSe menciona a

continuacion:

(1) Control (CT), administrados con 1 pL de solucion salina via i.e. y 500 uL de
aceite vegetal via intragastrica (i.g.)

(2) QUIN, administrados con 1 pL de QUIN (240 nmol) via i.e. y 500 pL de
aceite vegetal via i.g.

(3) DADS, administrados con 1 pL de solucién salina via i.e. y DADS 100
mg/kg en 500 pL de aceite vegetal via i.g.

(4) QUIN+DADS, administrados con 1 puL de QUIN (240 nmol) via i.e. y DADS
100 mg/kg en 500 pL de aceite vegetal via i.g.

Para la administracion i.e. del QUIN y de la solucién salina, se empled un

equipo estereotaxico (Stoelting) y una microjeringa Hamilton.
4.3.2 Administracion intraestriatal del QUIN.

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico (0.2 mL/250 g, i.p.),
se aplicé xilocaina en los oidos y se realizé la inyeccion intraestriatal en las
siguientes coordenadas estereotaxicas: +0.5 mm anterior al bregma, -2.6 mm
lateral al bregma y +4.5 mm ventral a la dura (Paxinos & Watson, 1984). Los
animales se suturaron después de la operacion y permanecieron en reposo a
temperatura calida hasta que paso el efecto de la anestesia, posteriormente fueron
colocados en cajas de acrilico. Se aplicé gentamicina via subcutanea para evitar

infeccidn posterior a la cirugia.
4.3.3 Tratamiento del tejido parala obtencion de los cortes histologicos

La ratas se sacrificaron a los 7 dias después de que se realiz6 la inyeccion
i.e. de QUIN, anestesiandolas con pentobarbital sodico y sometiéndolas a
perfusion transcardiaca empleando solucion salina con Heparina 1/500 (v/v),
seguido de una solucion de p-formaldehido 4% (v/v) (Rodriguez et al., 2000). Se
extrajo el cerebro y se colocd durante 3 dias en una solucion de p-formaldehido

4% (v/v) con sacarosa 3% (v/v); posteriormente, los cerebros se protegieron en

29



cassettes de plastico y se deshidrataron gradualmente con soluciones de alcohol
70% al 100%, alcohol-xilol 1:1 y xilol 100%. Ya deshidratados los tejidos, éstos se
colocaron en bafios de parafina caliente a 60°C durante 2 h y se incluyeron en

moldes de inclusion.

Empleando un microtomo, se obtuvieron cortes de 5 a 7 micras de espesor
alrededor del &rea de la lesion. Los cortes se extendieron sobre un bafio de agua
tibia con grenetina, se montaron en portaobjetos y se dejaron secar 24 h a

temperatura ambiente para su posterior tratamiento.
4.3.3.1 Efecto del DADS sobre el dafio morfologico.

Los cortes histologicos obtenidos de las muestras del esquema A y B, se
tineron con hematoxilina y eosina (H y E), para la visualizar los cuerpos celulares
(Silva-Adaya et al., 2008). Se obtuvieron iméagenes con el objetivo de 40x del area
de interés en la base del ventriculo derecho y a lo ancho del cuerpo estriado
empleando el programa LEICA Qwin Color (Cambridge, UK). Se realizé un conteo
celular considerando Unicamente los nucleos picnoticos como signo de dafio
celular, comparando contra la cantidad de células estructuralemente integras por
campo y eligiendo 5 campos al azar por rata.

4.4 Efecto del DADS sobre el dafio conductual.

La asimetria motora se evalu6 con el modelo del cilindro a los 0, 3 y 7 dias
post lesion como se describid previamente (Woodlee et al., 2005). La prueba se
realizé por las noches a las 20:00 h en los dias 0, 3 y 7 post lesidon colocando a la
rata dentro de un cilindro de acrilico de 20 cm de diametro por 30 cm de alto
durante un periodo de 5 min. Se registré el nimero de veces que la rata apoyd sus
extremidades delanteras sobre la superficie del cilindro y se cuantificé el nimero

de veces que uso la pata izquierda, la pata derecha y ambas patas.

Mediante una ecuacion matematica se le asigno a la rata una puntuacion en
base a la conducta motriz dentro de una escala de 0 a 1, en la cual un valor de 0.5

indica la simetria motora caracteristica de las ratas sanas, mientras que valores
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superiores o inferiores a 0.5 reflejan asimetria motora consecuencia de la lesiéon
producida por el QUIN a nivel del estriado. Con esta prueba se cuantifico

indirectamente el grado de lesion ocasionado por la neurotoxina.
4.5 Efecto del DADS sobre el dafio oxidante a proteinas.

Se cuantificd el nivel de proteinas oxidadas a las 3 h y a los 7 dias post
lesion mediante un ensayo espectrofotométrico que cuantifica el nivel de grupos
carbonilo formados como producto del dafio oxidante (Reznick y Packer, 1994). Se
realiz6 un homogenado del estriado derecho, del que se tomaron alicuotas de 600
UL y se les adicioné 200 uL de estreptomicina 10%, para incubarlas 24 h a 4°C.
Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C durante 10 min, el sobrenadante
se separ6é y se les adicion6 600 uL de DNPH 10 mM, para incubarlas 1 h a
temperatura ambiente y en obscuridad, agitando en vértex cada 15 min. Se afiadio
a cada muestra 650 uL de TCA 20% y se incubaron a 4°C durante 10 min.
Transcurrido el tiempo, se centrifugaron las muestras a 500 rpm a 4°C durante 10
min. Se descartd el sobrenadante. El botén se resuspendié en 600 uL de TCA
10%. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C durante 10 min,
descartando el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados con etanol/acetato de etilo
(2:1 v/v) para remover la DNPH libre y los lipidos contaminantes, agitando en
vortex. Después de cada lavado se centrifugaron los tubos a 5000 rpm a 4°C
durante 10 min. Después del ultimo lavado se dejo evaporar el etanol/acetato de
etilo y el botdn se resuspendié en 1 mL de guanidina 6 M. Los tubos se dejaron
reposar 10 min a temperatura ambiente. El contenido de grupos carbonilo se midio
en un espectrofotometro a 370 nm (a esta A se detectan las hidrazonas que se
forman tras la reaccion de los grupos carbonilos con el DNPH). En el mismo tubo
se registro la lectura a 280 nm para calcular la cantidad de proteina de cada

muestra. Los datos se presentan como nmol de DNPH/mg de proteina.
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4.6 Efecto del DADS y el QUIN sobre la expresién y la actividad de las

enzimas antioxidantes.
4.6.1 Inmunohistoquimica.

En los cortes histolégicos de 5 micras que fueron desparafinados e
hidratados, se realizo la recuperacién antigénica con una solucion de citrato de
sodio 3% y triton 0.2% y se inhibiod la actividad de las peroxidasas enddgenas con
H,0, 1%. Se bloquearon los tejidos con una solucion de albumina 2% y se incubo6
con el anticuerpo primario anti HO-1 (1:150), anti GST (1:500), anti MnSOD
(1:500), anti Cu/ZnSOD (1:500), anti NQO1 (1:200) y anti TrxR (1:50) durante
toda la noche. Posteriormente, se utilizé un kit universal (anticuerpo secundario,
peroxidasa), para finalmente revelar con diaminobencidina (DAB) y hematoxilina

de Gill como solucion de contraste.

Los resultados se expresan como la cantidad de células inmunorreactivas
por campo. Solo se presentan los resultados de la TrxR ya que no se observaron

cambios con los demas anticuerpos.
4.6.2 Actividad enzimética.

Alas 3 hyalos 7 dias post lesion, se extrajo el estriado derecho para preparar un
homogenado en 500 pL de amortiguador de lisis (Tris 10 mM, NaCl 15 mM,
sacarosa 0.25 mM vy tritdbn 1%) y 6 uL de una mezcla de inhibidor de proteasas. El

homogenado se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C durante 20 min.

Se evalud para cada grupo, la actividad de la GST a las 3 hy a los 7 dias

post lesién con QUIN y la actividad de la CAT, la GR y la GPx a las 3 h post lesion.
4.6.2.1 Actividad de la GST.

Se realiz6 por el método de Habig et al. (1974) adicionando 80 uL de
homogenado de estriado a 850 pyL de una mezcla de reacciébn que contenia
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH=6.5, 20 uL de GSH 1 mM y 50 pL de 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CDNB) 1 mM. La mezcla se coloc6 en una celda de cuarzo y
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se registré la densidad oOptica a 340 nm durante 3 min a intervalos de 30 s. La
actividad enzimatica se calculd6 como el conjugado de nmol de CDNB
formado/min/mg de proteina usando el coeficiente de extincién molar de 9.6 X10°
M™*cm™. Una unidad de GST conjuga 1 pmol de CDNB con GSH por min a pH=6.5
y 25°C. Los resultados se presentan como U de GST/mg de proteina expresado

en porcentaje con respecto al grupo control.
4.6.2.2 Actividad de la CAT.

Se empledé el método descrito por Aebi (1984), que se basa en la
determinacion de la constante de velocidad, k, para la descomposicion de H,0O.
Se adicionaron 25 pL de homogenado de estriado a 725 pL de H,O, 30 mM y se
colocaron en una celda de cuarzo para medir inmediatamente el cambio de

densidad optica a 240 nm durante 3 min a intervalos de 15 seg.
4.6.2.3 Actividad de la GR.

La tasa de oxidacion del NADPH por el GSSG se emplea como medida
estandar de la actividad enzimética de la GR (Garcia et al., 1993). Se adicionaron
120 puL de homogenado de estriado a 880 uL de la mezcla de reaccion que
contenia EDTA 0.5 mM, GSSG 1.1 mM, NADPH 1 mM y amortiguador de fosfatos
100 mM pH 7.6. Se registro la densidad optica a 340 nm durante 2 min a intervalos
de 15 seg. La oxidacion de 1 pmol de NADPH/min/mg de proteina se usa como
unidad de actividad especifica de la GR. Los resultados se expresan como U/mg

de proteina.
4.6.2.4 Actividad de la GPx.

Se empleé el método descrito por Wendel (1980), que se basa en la
oxidacion del GSH a glutation oxidado (GSSH) en una reaccion que es mediada
por el H,O,. Se adicionaron 100 puL de homogenado de estriado a 800 uL de la
mezcla de reaccion que contenia EDTA 1 mM, GSH 1 mM, NADPH 0.2 mM, azida
de sodio 1 mM, GSH reductasa 1U/mL y amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. La

reaccion inicio con la adicion de 100 pL de H,O; y se registro la densidad Optica a
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340 nm durante 3 min a intervalos de 30 s. Los resultados se presentan como
U/mg de proteina donde una unidad cataliza la oxidacién de 1 umol de GSH a
GSSH por min.

4.6.2.5 Determinacion de proteinas totales.

Se determiné la cantidad de proteina presente en cada muestra a partir de
una curva estandar con albumina bovina, mediante el método de cuantificacion de

proteinas totales de Lowry (Lowry et al., 1951).
5. Anédlisis estadistico.

Los datos se muestran como la media £ el error estandar de la media
(EEM). Los datos de histologia, de proteinas oxidadas, de inmunohistoquimica y
de actividad enzimatica se analizaron por ANOVA de una via, seguido de una
prueba multiple de Tukey. Los datos de conducta se analizaron mediante ANOVA
de dos vias. Todos los analisis se realizaron empleando el programa Graph Pad
Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). Un valor de P<0.05 se -considero
estadisticamente significativo.

6. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la dosis.

En la figura 13 se muestran las imagenes representativas para cada una

delas diferentes dosis evaluadas y a los 7 dias post lesion.

Los grupos CT y DADS no mostraron dafio al neurépilo y el tejido es
compacto y uniforme. Por otro lado, en el grupo tratado con QUIN, el neurdpilo
esta dafado, se aprecia cariorrexis, edema y picnosis nuclear. El tratamiento con
DADS protegio de forma dosis dependiente, siendo la dosis de 100 mg/kg la que
mostré6 mayor proteccion ya que se redujo considerablemente el numero de

ndcleos picnaéticos y el dafio al neurépilo (Figura 13).
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QUIN+DADS 60 mg/kg (1 dosis) QUIN+DADS 100 mg/kg (1 dosis)

Figura 14. El dialildisulfuro (DADS) 20, 40, 60 y 100 mg/kg, i.g. (1 o 7 dosis) disminuye el dafio
histolégico inducido por el acido quinolinico (QUIN). Se administré 1 uL de QUIN equivalente a 240
nmol i.e. Cortes de 5 um se tifieron con hematoxilina y eosina (H y E). Se muestran imagenes
representativas de cada grupo a los 7 dias post-lesion. Se muestra dafio al neurdpilo ),

cariorrexis H), edema H) y picnosis nuclear ( :>). 40x.
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A. Efecto de 7 dosis de DADS sobre del dafio morfolégico inducido por el

QUIN.
A partir de los cortes histologicos se realizé el siguiente conteo celular. El

grupo QUIN y DADS 20 mg/kg (7 dosis) + QUIN mostraron un dafio celular
elevado de alrededor del 95%, con respecto al grupo CT, mientras que las dosis
de DADS de 40 y 60 mg/kg previnieron significativamente el dafio ocasionado por
el QUIN un 30.1% y 49.5%, respectivamente. La dosis de 60 mg/kg fue la que

presento la mayor proteccion (Figura 15).

1004 a

o4 Dafio celular

Figura 15. Siete dosis de dialildisulfuro (DADS) 20, 40 y 60 mg/kg, i.g. disminuyeron el dafio
celular inducido por el acido quinolinico (QUIN) a los 7 dias post lesion. Se administré 1 uL
de QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Los valores se muestran como la media + EEM (n=6).
8p<0.001 vs. CT; °P<0.05 vs. CT y °P<0.01 vs. QUIN.

B. Efecto de 1 dosis de DADS sobre del dafio morfolégico inducido por el

QUIN.

El grupo QUIN presenté un dafio celular de 91% en comparacion con el

grupo CT. Las dosis de 60 y 100 mg/kg mostraron una proteccion significativa ya
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gue el dafilo ocasionado por la toxina disminuyd un 50.8% vy 73.2%,

respectivamente (Figura 16).

100+

% Danfo celular

Figura 16. Una dosis de dialildisulfuro (DADS) 60 y 100 mg/kg, i.g. disminuyé la mortalidad
celular inducida por el 4cido quinolinico (QUIN) a los 7 dias post lesién. Se administré 1 L de

QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Los valores se muestran como la media + EEM (n=6). ®P<0.001
vs. CTy °P<0.001 vs. QUIN.

La administracién de 7 dosis de DADS 60 mg/kg no mostré un efecto
protector significativamente mayor al observado con 1 sola dosis de DADS a la
misma dosis, sobre el dafio morfologico inducido con el QUIN a los 7 dias post
lesion. El porcentaje de dafio observado con dosis multiples fue del 45.7% (Figura
14, Grupo DADS 60 mg/kg + QUIN), mientras que con una sola dosis se observo
un dafio del 44.6% (Figura 15, Grupo DADS 60 mg/kg + QUIN).

Debido a que la dosis Unica de DADS de 100 mg/kg fue la que mostro el
mayor efecto protector (Figura 15), ésta dosis fue la que se eligié para realizar los
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ensayos posteriores de conducta, proteinas oxidadas, inmunohistoquimica vy

actividad enzimatica.

6.2 Efecto del DADS sobre el dafio conductual medido como asimetria

motorainducido por el QUIN.

La asimetria motora se evalué mediante la asignacion de un puntaje dentro
de un intervalo de 0 a 1, asignando un valor de 0.5 a las ratas sanas, por lo que en
el dia 0 todos los grupos coinciden en dicho valor (Figura 16). El dafio ocasionado
por el QUIN aumentd desde los 2 dias, observandose el mayor dafio a los 6 dias
post lesion. El tratamiento con DADS previno significativamente (-13%) la

asimetria motora inducida por el QUIN (Figura 17).

0.84 aj a4 =T
. -o- DADS
S 2 b - QUIN
oxg 074
£ o —~ QUIN+DADS
8 v
50 061
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Figura 17. El dialildisulfuro (DADS) 100mg/kg disminuyé la asimetria motora inducida por el
acido quinilinico (QUIN) a los 6 dias post lesion. Se administré 1 uL de QUIN equivalente a 240
nmol i.e. Los valores se muestran como la media + EEM (n=4). ®P<0.001 vs. CT en el dia 2 y 6;
®P< 0.05 vs. QUIN en el dia 7.
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6.3 Efecto del DADS sobre el dafio oxidante a las proteinas inducido por el
QUIN.
Se cuantific el dafio oxidante a las proteinas, mediante la determinacion

del contenido de grupos carbonilo en las proteinas a las 3 h (Figura 18 A) y alos 7
dias (Figura 18 B) post lesion con el QUIN.
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Fgura 18. El dialildisulfuro (DADS) 100 mg/kg, i.g. disminuyé el dafio oxidativo a las proteinas
inducido por el acido quinolinico (QUIN). Efecto a las 3 h (A) y a los 7 dias (B) post-lesion. Se
administré 1 uL de QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Se cuantificé el contenido de nmol de DNPH
gue reacciona con los grupos carbonilo formados en las proteinas. Los valores se muestran como
la media + EEM (n=4). °P<0.01 vs. CT y "P< 0.05 vs. QUIN.
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Tres horas después de la administracion del QUIN no se observaron
cambios en el nivel de grupos carbonilo en ninguno de los grupos evaluados
(Figura 18 A), mientras que a los 7 dias, en el grupo DADS se increment6
ligeramente el dafio oxidante a las proteinas sin llegar a ser significativo. Por otro
lado, el contenido de grupos carbonilo disminuyd significativamente en el grupo
QUIN+DADS comparado con el grupo QUIN (Figura 18 B).

6.4 Efecto del DADS y del QUIN sobre la expresion de las enzimas

antioxidantes.

Se realiz6 para cada grupo la deteccion inmunoldgica de las siguientes
proteinas; HO-1, GST, MnSOD, Cu/ZnSOD, NQO1 y TrxR en el estriado de los
animales. Solo se observaron células positivas contra la TrxR, que son los
resultados que se muestran a continuacion. En los grupos CT y DADS no se
observaron células inmunorreactivas para la TrxR a las 3 h, mientras que en el
grupo con QUIN se observaron varias células de color café (células positivas) por
campo. Finalmente, en el grupo QUIN+DADS se observé un menor nimero de

células positivas (2 células en promedio), comparado con el grupo QUIN.
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Figura 19. El acido quinolinico (QUIN) induce la expresion de la tiorredoxina reductasa
(TrxR). En (A) se muestran las imagenes representativas de cada grupo a las 3 h post-lesion. Se

5 ) en cortes de 5 micras contrastados con hematoxilina

observan células inmunorreactivas (
en el objetivo de 40x. En (B) se muestra el efecto del QUIN vy el dialildisulfuro (DADS) 100 mg/kg,
i.g. sobre el nUmero de células inmunorreactivas a la TrxR por campo, cuantificadas en el estriado
a las 3 h post lesion. Se administré 1 uL de QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Los valores se

muestran como la media + EEM (n=4).*P<0.001 vs. CT y ®P< 0.001 vs. QUIN.
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En el andlisis semicuantitativo se consider6 el numero de células
inmunorreactivas por campo (Figura 19 B). El tratamiento con QUIN, incremento
significativamente la cantidad de células positivas por campo y la administracién

de DADS disminuyé este valor a niveles similares a los del CT.

6.5 Efecto del DADS y del QUIN sobre la actividad de la catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutatién S-
transferasa (GST).

Se evallo el efecto del QUIN y del DADS sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT, GPx y GR en el estriado a las 3 h post-lesion. No se
observaron cambios estadisticamente significativos en ninguno de los grupos
estudiados (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del acido quinolinico (QUIN) y el dialildisulfuro (DADS) 100 mg/kg, i.g.
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en estriado a las 3 h post-lesion.

GRUPO CAT GPx GR
(k/mg proteina) (mU/mg proteina) (mU/mg proteina)

CT 0.0031 + 0.0006 3.2+0.6 39+04
DADS 0.0039 + 0.0002 28+0.2 3.6+0.6
QUIN 0.0033 +0.0011 44+0.8 43+0.7

QUIN+DADS 0.0044 + 0.0009 40+0.9 4.2+0.3

Se administré 1 uL de QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Los valores se muestran como la
media £ EEM (n=4).

A las 3 h post lesion, solo se observaron cambios significativos en la
actividad de la glutation-S-transferasa (Figura 20). El tratamiento con QUIN
disminuy6 la actividad de la GST (22.5%) comparado con el grupo CT, mientras
que en el grupo QUIN+DADS, la administracion del DADS restablecié
completamente la disminucion observada en el grupo QUIN. Finalmente, el
tratamiento con DADS solo, incrementd la actividad de la GST un 10.5%
comparada con el grupo CT.
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Figua 20. El dialildisulfuro (DADS) 100 mg/kg, i.g evitd la disminucién de la actividad de la
glutation-S-transferasa (GST) inducida por el acido quinolinico (QUIN) a las 3 h post lesion.
Se normalizaron los datos en funcién de la actividad de la GST en el grupo control (CT)
considerada como el 100 %. Se administré 1 uL de QUIN equivalente a 240 nmol i.e. Los valores
se muestran como la media + EEM (n=6). °P>0.05 vs. CT, ®P< 0.05vs. CT y °P< 0.01 vs. QUIN.

7. DISCUSION.

7.1 Determinacion de la Dosis.

El DADS disminuyé el dafio morfolégico inducido por el QUIN de forma
dosis dependiente, tanto cuando se administré de forma repetida o en dosis Unica
(Figura 15 y 16). Sin embargo, la administracion repetida de 60 mg/kg de DADS
no mostré un efecto protector superior al observado con la administracién Unica de
la misma dosis. En este contexto podemos inferir que el mecanismo por el cual se
lleva a cabo el efecto protector observado ocurre de manera preventiva y/o
durante las primeras horas después de la lesion, ya que, las dosis consecutivas
de DADS no ejercen un efecto terapéutico en dias posteriores a la lesion. Un
resultado similar fue observado con otro antioxidante; el gingenésido Rd (50
mg/kg), ya que su administracion unica disminuyé el area de infarto y las
alteraciones conductuales motoras inducidas por la isquemia cerebral, mientras
gue la administracion repetida de este compuesto (7 dosis de 50 mg/kg) no mejoro

el efecto protector observado (Ye et al., 2011). Es pertinente considerar que la
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depuracion del DADS es rapida y podria no existir ventaja alguna al administrar
consecutivamente el compuesto en dosis inferiores a 100mg/kg sin embargo, con
base en lo reportado en la literatura, el esquema de administracion consecutivo
en dosis superiores a 200 mg/kg podria resultar toxico (Fisher et al., 2007) y a
pesar de que su depuracion es rapida, no podriamos descartar por completo una
eventual acumulacion del compuesto. En estudios previos realizados en
hepatocitos, se ha propuesto que la toxicidad asociada a los compuestos
organosulfurados se debe a la formacion de H,S, cuando el GSH reacciona con el
DADS afectando a la actividad de la citocromo c oxidasa e inhibiendo la

respiracion mitocondrial (Truong et al., 2009).

Nuestros resultados indicaron que la administracion Gnica de 100 mg/kg de
DADS fue la dosis que mostré el mayor efecto protector sobre las alteraciones
morfologicas inducidas por el QUIN en comparacion con las dosis de 20, 40 y 60
mg/kg, y por esta razon dicha dosis se eligio para realizar los experimentos
posteriores. Se ha reportado que el uso de una dosis de DADS de hasta 200
mg/kg por via oral muestra un efecto téxico al cuarto dia consecutivo de
administracion (Fisher et al., 2007). Se sabe que una vez absorbida la dosis de
200 mg/kg, el DADS se metaboliza rapidamente, transformandose en alil
mercaptano, alil metil sulfuro, alil metil sulféxido (AMSO) y alil metil sulfona
(AMSO.,), siendo éste ultimo el mas abundante de los metabolitos volatiles. Se ha
propuesto que debido al metabolismo tan rapido del DADS es probable que sus
metabolitos oxidados AMSO y AMSO, estén directamente involucrados en el
efecto protector adjudicado a éste antioxidante (Germain et al., 2002). Debido a
esto, los niveles de compuestos sulfurados disminuyen rapidamente durante la
primera semana después de su administracion y desaparecen durante la segunda
semana, detectandose significativamente AMSO y AMSO, en la orina (Fisher et
al., 2007). En este contexto, tedricamente la dosis Unica de 100 mg/kg de DADS
garantiza la nula toxicidad del compuesto y como observamos, es suficiente para
fungir como un agente preventivo del dafio morfologico ocasionado por el QUIN.
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7.2 El tratamiento con DADS previene el dafio morfolégico y conductual
inducido por el QUIN.

La administracién del QUIN propicia una cascada de eventos que culminan
en la muerte celular, la inflamacion mitocondrial, la dilatacion del reticulo
endoplasmico, la vacuolizacién del citoplasma, la hinchazén celular y la lisis,
(Syntichaki y Tavernarakis, 2003). En la figura 14 se puede apreciar un severo
dafio al neurdpilo, y picnosis nuclear (caracterizada por la constriccion nuclear y
pérdida de la basofilia) causadas por el QUIN. Debido a que la picnosis nuclear es
la alteracion celular mejor definida en la tincion con H&E, Unicamente se cuantifico
el nidmero de nucleos picnéticos por campo, como marcador de dafio. La
administracion previa de DADS (100 mg/kg) previno el efecto téxico inducido por la
toxina, ya que en este grupo se observé una gran cantidad de células vivas,

integridad del neurdpilo y pocos ndcleos picnoticos (Figura 14).

La inyeccion de QUIN en el estriado resulta principalmente en la pérdida de
neuronas estriatales GABAérgicas, especificamente la excitotoxicidad induce la
degeneracion de neuronas espinosas medianas en el estriado a las 24 h post
lesion (Beal et al., 1986; Jousselin-Hosaja et al., 2003). Estas neuronas expresan
los receptores de dopamina D1 y D2 y ya se ha reportado que la lesion con QUIN
disminuye progresivamente los niveles de los receptores D1 y D2 en el estriado
(Araujo et al., 2000). Ya que las neuronas GABAérgicas estriatales, juegan un
papel primordial en la modulacion de la via dopaminérgica nigroestriatal
controlando la actividad motora (Ferre et al., 1997), la pérdida de este tipo de
neuronas de manera unilateral, produce un desbalance entre los diferentes
receptores dopaminérgicos resultando en la alteracion motora del roedor
(Schwarcz et al., 1979; Herrera-Marschitz et al., 2010).

Para evaluar la conducta motora, en este trabajo se empled el modelo del
cilindro ya que debido a su sencillez, es una alternativa eficaz que permite asignar
una puntuacion en el rango de 0 a 1 para detectar asimetria en la actividad
motora. Los resultados muestran que en el grupo QUIN+DADS, el DADS
disminuy6 el desbalance motriz ocasionado por el QUIN (Figura 17). Es evidente
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gue una sola prueba conductual no es contundente; sin embargo, el ensayo es de
suma importancia ya que alteraciones en la motricidad afectan sobremanera la
vida cotidiana de los pacientes durante el desarrollo de diversas enfermedades
neurodegenerativas y los tratamientos existentes demuestran su eficacia
principalmente a nivel conductual, aminorando los movimientos involuntarios y

mejorando el autoestima y la calidad de vida del paciente.

7.3 El tratamiento con DADS disminuye el dafio oxidante a las proteinas
inducido por el QUIN.

La importancia de la oxidacion de las proteinas en la homeostasis celular
deriva del hecho de que éstas moléculas regulan mecanismos vitales a niveles
estructurales, de sefializacion y en procesos enzimaticos celulares. Existen
diferentes maneras de inducir la oxidacion de proteinas, como la oxidacion
catalizada por metales, la oxidacion de los aminoacidos y la conjugacion con

productos de lipoperoxidacion entre otras (Stadtman y Levine, 2010).

El producto mayoritario derivado de la oxidacion de las proteinas es la
produccion de proteinas carboniladas, ya que el contenido de grupos carbonilos
puede incrementar por reacciones secundarias con un subproducto de la
peroxidacion lipidica: el 4-hidroxinonenal (4-HNE). Una de las consecuencias mas
relevantes de la presencia de grupos carbonilos es que pueden reaccionar
posteriormente con los grupos alfa amino de residuos de lisina. Esta reaccion
conduce a la formacion de entrecruzamientos intermoleculares promoviendo la
formacion de agregados protéicos (Stadtman y Berlett, 1997). En muchas
enfermedades éstos agregados no pueden ser degradados por un mecanismo
normal, lo que lleva a la inhibicion de los procesos proteoliticos. Esta falta de
degradacion induce a la acumulacién de proteinas oxidadas agravando la

disfuncion celular (Stadtman y Levine, 2003).

Se sabe que la inyeccion intraestriatal de QUIN induce la oxidacion de
proteinas y se manifiesta en mayor grado a tiempos largos. El nivel maximo de

proteinas oxidadas se ha observado a los 5 dias post lesion con el QUIN, sin
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embargo, a los 7 dias aun se alcanza a ver un incremento significativo (Colin-
Gonzalez et al., 2013). Resultados similares encontramos en este trabajo, ya que
el QUIN indujo un incremento en el nivel de proteinas oxidadas a los 7 dias, el
cual se evitd con la administracion del DADS (Figura 18 B). Otros estudios
también han reportado una disminucion del nivel de proteinas oxidadas en
neuronas del hipocampo dafiadas con el QUIN, usando agentes anti-inflamatorios
como la tolmetina y el sulidac (Dairam et al., 2007). Estos resultados sugieren que
el efecto protector inducido por el DADS sobre el dafio morfolégico y conductual
podria estar asociado con sus propiedades antioxidantes, como se ha reportado
en otros modelos donde el estrés oxidante es un factor importante que participa en
la muerte celular (Garcia et al., 2008; Yi y Su, 2013; Huang et al., 2013; Chan et
al., 2002).

7.4 Efecto del DADS y QUIN sobre la expresiéon de las enzimas antioxidantes.

La transcripcion de algunos genes estd mediada por el factor de
transcripcion Nrf2, un regulador maestro del estado redox celular, ya que regula la
expresion de proteinas que juegan un papel central en la respuesta adaptativa al
estés oxidante. Estas proteinas incluyen a la (HO-1) (Alam et al., 1999), la NQOL1
(Nioi et al., 2003), la GST (Itoh et al., 1997), la TrxR (Kim et al., 2001), entre otros.
Se ha reportado que los compuestos organosulfurados tienen un papel como
antioxidantes indirectos, activando al factor Nrf2 en células de hepatoma humano
(Chen et al., 2004) y en higado de rata (Fisher et al., 2007). Sin embargo, hasta el
dia de hoy no existen reportes del efecto del DADS sobre la activacion del factor
Nrf2 y la expresion de las enzimas de fase Il en cerebro. A pesar de que en este
trabajo no se encontraron cambios inducidos por el DADS sobre el nivel de las
enzimas HO-1, GST, MnSOD, Cu/ZnSOD, NQO1 y Trx a las 3 h, no podemos
asegurar que éstas no estan participando en el efecto protector inducido por el
DADS, ya que se ha observado que la expresion de las enzimas de fase Il es
regulada a diferentes tiempos. Chen et al. (2004) reportaron que el DADS induce
la expresion de HO-1 y NQO-1 en células HepG2 de hepatoma humano 6 horas

después de un tratamiento con DADS 100uM. Por otro lado, se ha reportado que
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el DADS induce la expresion de GST predominantemente en el intestino y el
estbmago de ratones, particularmente mGSTM1 y mGSTM4 a las 48 horas
después del tratamiento con dos dosis de 20 uM de DADS (Andofer et al., 2004).
Debido a lo anterior, es necesario realizar ensayos enfocados a detectar la
activacion de estas enzimas a tiempos cortos y largos, para evaluar su posible

participacion en este modelo.

En este trabajo se observé que la lesién con QUIN induce la sobreexpresion
de la TrxR (Figura 19 A), posiblemente como una respuesta protectora ante la
cascada de eventos toxicos que se activan y que inician con la excitotoxicidad, ya
gue se sabe que la TrxR es la Unica enzima capaz de reducir a la Trx oxidada, la
cual juega un papel importante en la reduccion de disulfuros protéicos (Mustacich
y Powis, 2000). Conjuntamente, la Trx reducida provee el poder reductor para 3
rutas principales: i) la conversion de H,O, en H,O por la Trx peroxidasa (Prx), ii) la
reduccion de ribonucleodtidos a desoxiribonucledtidos por la ribonucle6tido
reductasa para la sintesis de DNA vy iii) la unién de factores de transcripcién al
DNA. Adicionalmente, la Trx incrementa el crecimiento celular e inhibe la
apoptosis (Mustacich y Powis, 2000). Finalmente, se sabe que el sistema Trx/Prx
es el sistema que mas contribuye a la remocion de H,O, en la mitocondria cerebral
(Drechsel y Patel, 2010). Resultados similares ya habian sido observados por
nuestro grupo cuando la administracion de QUIN revel6 una respuesta transitoria
de expresion de la TrxR observandose el maximo a los 30 min y a la 2 h post-
lesion y decayendo a las 24 h. Posiblemente ésta respuesta actle como un
mecanismo compensatorio ante el estrés oxidante que se genera con el QUIN
(Maldonado et al., 2012). Otros grupos también han reportado el incremento en la
expresion de la TrxR en cultivos celulares tratados con H,O, (Nordberg y Arnér,
2001).

Por otro lado, el tratamiento con DADS disminuy6 significativamente el
namero de células inmunoreactivas a la TrxR (grupo QUIN+DADS), posiblemente
porque al administrarlo de forma previa, éste actla como un agente antioxidante

previniendo la formacién de ERO Yy el estrés oxidante, protegiendo de esta forma a
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la célula del reto toxico que implica la administracion del QUIN y evitando asi la

sobreexpresion innecesaria de la TrxR (Figura 19 B).
7.5 Efecto del DADS y QUIN sobre la actividad de las enzimas antioxidantes.

Los sulfuros provenientes del aceite de ajo en especial el DADS han
demostrado incrementar la actividad de las enzimas de fase Il como: la GST, la
guinona reductasa (QR) y la epdxido hidrolasa en animales tratados con
sustancias cancerigenas (Guyonnet et al., 2001). Si el DADS o0 sus metabolitos
pueden aminorar el efecto provocado por algunas sustancias cancerigenas es
posible que también pueda disminuir el dafio causado por el QUIN, ya sea como
antioxidante directo, atrapando ERO o como antioxidante indirecto, activando al

factor de transcripcién Nrf2 e induciendo una respuesta antioxidante endégena.

De las enzimas evaluadas la GPx, la GR, la CAT, la SOD y la GST,
Unicamente se encontraron cambios significativos en la actividad de la GST
(Figura 20). El tratamiento con DADS incremento la actividad de la GST alas 3 h
comparado con el grupo CT. Por otro lado, la administracion de DADS evit6 la
disminucién de la actividad de la GST inducida por el QUIN, restableciendo la
actividad de la misma a niveles basales, contrarrestando de ésta manera el efecto
toxico observado en el grupo QUIN. Resultados similares fueron reportados por
Cruz-Aguado et al. (1999), quienes encontraron un aumento en la actividad de
GST, 6 semanas después de administrar 225 nmol de QUIN. Estos resultados en
conjunto, sugieren que el efecto protector inducido por el DADS podria estar
asociado, ademas de sus propiedades de antioxidante directo (ya que disminuyé
el nivel de proteinas oxidadas), con sus propiedades como antioxidante indirecto
en un mecanismo mediado por la sobreactivacion de la GST.

Considerando nuestros resultados y los reportados por Cruz-Aguado et al.
(1999), proponemos que seria adecuado realizar un seguimiento de la actividad de
la GST y otras enzimas de fase Il en un curso temporal (evaluando tiempos cortos
y largos), ya que mientras el dafio celular inducido por el QUIN comienza en las
primeras horas, la respuesta requerida para contrarrestar dicho dafio podria ser

tanto inmediata como tardia.
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Finalmente, multiples ensayos han reportado que el tratamiento con
diferentes agentes de tipo antioxidante; como el selenio (Maldonado et al., 2012),
la curcumina (Carmona-Ramirez et al., 2013), la S- alilcisteina (Pérez-Severiano et
al., 2004), agentes antiinflamatorios; como el acido caféico, el rofecoxib (Kalonia
et al., 2009) y la nimesulida (Kalonia et al., 2010) ¢ blogueadores de canales de
calcio; como el verapamil y el diltiazem (Kalonia et al., 2010)°, entre otros,
contrarrestan los efectos toxicos ocasionados por el QUIN en roedores, algunos
de los cuales hacen énfasis en la posible participacion del factor de transcripcion
Nrf2 como inductor de una respuesta antioxidante enddgena que genere dicho
estado de proteccion. En este contexto, es probable que el DADS también se
encuentre implicado en dicho mecanismo de proteccion, sin embargo se requieren

de estudios posteriores para determinarlo.
8. CONCLUSION.

El DADS (100 mg/kg) disminuy6é las alteraciones morfolégicas y
conductuales inducidas por el QUIN. Dicho efecto protector podria estar asociado
con sus propiedades de antioxidante directo (ya que disminuy6é el nivel de

proteinas oxidadas) e indirecto (ya que aumento la actividad de la GST).

9. PERSPECTIVAS.

e Evaluar el papel del DADS sobre la activacion del factor Nrf2 en estriado.
e Establecer un curso temporal que permita detectar cambios en la expresion
y en la actividad de las enzimas de fase Il SOD, CAT, y-GCL, HO-1, NQOL1.
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