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|. RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son resultado del metabolismo celular
normal de las células aerobias. El sistema antioxidante intrinseco de la célula juega
un papel decisivo en la prevencion de la pérdida de la homeostasis redox que podria
llevar a la muerte celular. Sin embargo, el desequilibrio en los sistemas de defensa
antioxidante, la sobreproduccion endoégena de ERO o los estimulos extrinsecos que
generen especies reactivas pueden producir el evento conocido como estrés
oxidante, donde se observa un desbalance en la produccién de especies oxidantes
con respecto a los antioxidantes en la célula. El estrés oxidante se ha relacionado
directamente con enfermedades crénico-neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer, Parkinson, Huntington, entre otras, cuya incidencia ha ido
incrementando con el paso del tiempo. En afios recientes ha aumentado el interés
por los nutracéuticos, moléculas presentes en los alimentos que proporcionan
efectos benéficos a la salud, incluyendo la prevencién y el tratamiento de las
enfermedades, por lo que pueden ser utilizados como potenciales herramientas
preventivas o terapéuticas en contra de las enfermedades neurodegenerativas. La
S-alilcisteina (SAC) es el compuesto organosulfurado mas abundante del extracto
de ajo envejecido (EAE). Sus propiedades neuroprotectoras han sido demostradas
en diferentes paradigmas neurotoxicos, lo cual puede atribuirse a su amplio perfil

antioxidante y antiinflamatorio.

Debido a lo anterior, se evalud el efecto antioxidante del nutracéutico SAC en un
modelo crénico en la corteza frontal cerebral, el estriado y el hipocampo en ratas
macho Wistar. Se determin6 su efecto sobre la actividad de enzimas antioxidantes y
de fase Il, asi como la activacion del factor de transcripcion Nrf2. Para ello, los
animales fueron tratados durante tres meses con SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg i.g.)
cada 24 h. Nrf2 fue activado por la SAC en el hipocampo, y no se observaron
cambios significativos en el estriado ni en la corteza frontal. Por otro lado, la SAC

incrementd significativamente la actividad de las enzimas glutation peroxidasa
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(GPx), glutatién reductasa (GR), catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD) en
hipocampo, estriado y corteza frontal; no se encontraron diferencias significativas en
la actividad de la enzima de fase Il, glutation S-transferasa (GST). Estos resultados
sugieren que, en el hipocampo el incremento en la actividad de las enzimas
antioxidantes podria estar asociado con la capacidad de la SAC para inducir la
activacion del factor de transcripcion Nrf2; sin embargo, en el estriado y la corteza
frontal el incremento observado en las actividades enzimaticas podria deberse a la
posible activacion de otras vias mediadas por la SAC puesto que no se encontraron
diferencias significativas en la activacion del factor Nrf2. Para comprobar lo anterior,

se requieren mas estudios.
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II. INTRODUCCION

1. Estrés oxidante y nitrosante

Bajo condiciones fisioldgicas normales, las células de los organismos mantienen un
constante balance de Oxido-reduccion mientras conservan el equilibrio entre la
produccién de especies oxidantes/nitrosantes generadas del metabolismo celular
normal y la defensa antioxidante, proceso denominado homeostasis redox.
Normalmente, la homeostasis redox asegura que la célula responda
apropiadamente a estimulos internos y externos [Trachootham et al., 2008]. Sin
embargo, el estado redox de la célula puede alterarse, resultando en un desbalance
entre la produccion de especies reactivas de oxigeno o de nitrogeno (ERO/ERN) y la

capacidad antioxidante de la célula, proceso denominado estrés oxidante/nitrosante.

El concepto de estrés oxidante fue introducido por primera vez por Helmut Sies,
qguien lo defini6 como un desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes en
favor de las primeras generando un proceso que potencialmente causa dafio celular

y que mantiene un radio de oxidantes/antioxidantes > 1 [Sies, 1997].

Un proceso paralelo es el estrés nitrosante, definido como el radio de agentes
nitrosantes/antioxidantes > 1 [Klandorf & Van-Dike, 2012]. El concepto de estrés
nitrosante surge bajo la premisa de que las interacciones entre agentes oxidantes y
nitrosantes generan productos que son mas toxicos que los reactivos por si mismos.
La nitracion (adicion de un grupo nitro, -NO,, a un compuesto) y la nitrosilacion
(unién de un grupo nitrosilo, - N=0, a un grupo tiol o a un metal) estan involucradas
predominantemente con mecanismos de dafio celular, aunque las ERN también

tienen papeles importantes en el metabolismo celular [Ljubuncic et al., 2010].

El estrés oxidante/nitrosante se caracteriza por ocurrir de manera local en areas
especificas del organismo [Klandorf & Van-Dike, 2012]. Este estado deletéreo en las
células puede originarse por a) una deficiencia del sistema de defensa antioxidante
0 b) por un incremento en la formaciéon de ERO/ERN vy la incapacidad del sistema
antioxidante para contrarrestarlo [Valko et al., 2007]. La alta reactividad y el poder

3
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oxidante de las ERO/ERN provoca peroxidacion lipidica y dafio a la membrana
celular, proteinas, acidos nucleicos [Sies, 1991] y carbohidratos [Singh et al., 2004].
Por ello, el estrés oxidante/nitrosante tiene un papel crucial en una gran variedad de
condiciones  patologicas incluyendo el cancer y las enfermedades
neurodegenerativas [Birben et al., 2012], asi como en el proceso de envejecimiento
[Singh, 2004; Jacobson & Duchen, 2002]. Altos niveles de estrés oxidante/nitrosante
pueden causar deplecion de ATP, evasion del proceso de muerte celular por

apoptosis y muerte por necrosis [Beal, 2005].
2. Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y de Nitrogeno (ERN)

El oxigeno molecular (O,) es esencial para la vida de los organismos aerobios. Esta
molécula se caracteriza por ser un bi-radical, puesto que sus orbitales moleculares
externos se encuentran ocupados por dos electrones desapareados con spines
paralelos en un orbital 1 diferente. La estructura electronica del O, favorece la
adiciéon de electrones de uno a uno en cada orbital T disponible reduciéndose en el
proceso y por lo tanto, funcionando como un fuerte agente oxidante [Thannickal &
Fanburg, 2000]. Es asi como el O, da lugar a las ERO que son moléculas
guimicamente reactivas [Rege et al., 2013] resultantes de la reduccion parcial del O,

como consecuencia del metabolismo celular [Birben et al., 2012].

Las ERO incluyen a) radicales libres que se definen como iones o moléculas
capaces de existir en forma independiente, que se caracterizan por tener en el
altimo orbital uno o mas electrones desapareados. Debido a la inestabilidad de su
configuracion electrénica, los radicales libres son altamente reactivos y al reaccionar
con otra molécula, se reducen ganando estabilidad. Sin embargo, al estabilizarse,
desestabilizan a las moléculas vecinas generando una reaccion en cadena [Borek,
2001; Birben et al., 2012] y b) especies no radicales, agentes oxidantes facilmente

convertibles en radicales libres [Borek, 2001; Sierra et al., 2004].

De forma paralela, las ERN son moléculas que derivan del metabolismo celular e
incluyen una variedad de especies que contienen O, y nitrdgeno que pueden causar,
no solo oxidacion, sino también nitracién y nitrosilaciéon de biomoléculas [Ogino &

4
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Wang, 2007]. Al igual que las ERO, las ERN se dividen en dos grupos: a) radicales
libres y b) no radicales, tal y como se muestran en la tabla 1 [Kohen & Niska, 2002].

Tabla 1. Nombre y simbolo/férmula quimica de las principales

especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN)

ERO Simbolo | ERN Simbolo
Radicales Anion superdéxido 0, Oxido nitrico NO’
Hidroxilo OH’ Di6xido de nitrogeno NO;’
Alcoxilo RO’
Peroxilo ROO’
No radicales | Peroxido de hidrégeno | H,O, Peroxonitrito ONOO’
Acido hipocloroso HCIO Acido nitroso HNO,
Ozono O3 Cation nitrosilo NO*
Oxigeno singulete 'AO, Anién nitroxilo NO
Cation nitronio NO,"
Trioxido de dinitrogeno | N2O3

Ademas de su naturaleza quimica, las especies reactivas son diferentes en cuanto
al valor de su vida media. El peréxido de hidrégeno (H.O,) y el acido hipocloroso
(HCIO) presentan tiempos de vida media del orden de minutos; los radicales peroxilo
(ROO¢) y 6xido nitrico (NO-), del orden de segundos; los radicales anion superoxido
(0.7) y alcoxilo (RO+), asi como el oxigeno singulete (*AO,) del orden de
microsegundos y el radical hidroxilo (OHe) del orden de nanosegundos [Kehrer,
2000].

En concentraciones fisiologicas, las ERO y ERN tienen funciones en procesos

celulares como son: defensa en contra de agentes infecciosos, sefializacién celular
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al fungir como segundos mensajeros para promover la proliferacién y supervivencia
celular, restablecimiento de la homeostasis redox y regulacion de la apoptosis [Valko
et al., 2007; Thannickal & Fanburg, 2000].

La formacion de las ERO y las ERN puede ser tanto enziméatica como no enzimatica
[Thannickal & Fanburg, 2000]. Hay procesos biologicos que las liberan como un
subproducto del metabolismo y otros que las generan como parte de una via de
transduccion de sefiales o como mecanismo de defensa celular [Morgan & Liu,
2011].

3. EROy sus fuentes

Las tres ERO de mayor importancia fisiol6gica son el radical anién superéxido (O,”
), el peroxido de hidrogeno (H20,) y el radical hidroxilo (*OH), los cuales se forman
como intermediarios en el proceso de reduccién univalente de una molécula de O; a

H,O en el metabolismo celular (Fig. 1) [Marin-Garcia, 2011].

e e e €
()2 L—' 02°- %—' H202 %T OOH%—' HZO
2H"

H* H,0 H'

FIGURA 1. Esquema de la reduccion univalente del O,. La transferencia
sucesiva de 4 electrones convierte al oxigeno molecular (O,) en H,O vy
produce tres intermediarios reactivos, el radical anién superéxido (O,"), el
peréxido de hidrogeno (H,O,) y el radical hidroxilo (*OH), los cuales, en
exceso, pueden dafiar a la célula.

Las fuentes de ERO enddgenas en la célula son diversas, siendo la respiracion
aerobia en la mitocondria la principal, puesto que del 2 al 5% del O, consumido
durante la fosforilacion oxidativa (sintesis de ATP impulsada por la transferencia de
electrones al O3) no es reducido bivalentemente, sino solo parcialmente, dando lugar
al O;".
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Esto ocurre cuando las velocidades de entrada y transferencia de electrones en la
cadena respiratoria no estan ajustadas, de tal manera que aumenta el O," en los
complejos | (NADH deshidrogenasa) y Ill (ubiguinona-citocromo c reductasa), a
medida que el radical ubiquinona parcialmente reducido, *Q’, cede un electron al O,
[Nelson & Cox, 2009]. La adicién de un electrén al O, genera el radical O,", ya sea
por “fuga de electrones” durante la fosforilacion oxidativa, o por catalisis enzimatica
mediada por oxidasas como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa. Esta ultima se
encuentra en leucocitos polimorfonucleares, monocitos y macrofagos activados.
Cuando ocurre la fagocitosis éstas células producen el O,", que tiene actividad
bactericida. Por otra parte, la xantina oxidasa es miembro de la familia de
flavoproteinas con hierro-molibdeno y tiene un papel importante en el catabolismo

de las purinas [Colin et al., 2012].

Dado que el O;", por su carga negativa, carece de capacidad para difundir a través
de las membranas lipidicas, esta especie reactiva tiende a permanecer en el
compartimento en el que es producida. Sin embargo, no permanece por mucho
tiempo en los compartimentos puesto que es inestable en medios acuosos, siendo
su tiempo vida media de 10° s. La inestabilidad del O," se refiere a que esta
especie reactiva es rapidamente dismutada a peréxido de hidrégeno (H20,) por la
accion de las diferentes isoformas de superoxido dismutasa (SOD), o en ausencia
de éstas, ocurre la dismutaciéon espontanea del radical O, a H,O, [Thannickal &
Fanburg, 2000]. Ademas, el H,O, puede ser producido por oxidasas como la xantina
oxidasa, la NADPH oxidasa y la monoaminooxidasa (MAO) [Birben et al., 2012]. Los
peroxisomas son otra fuente importante de H,O,, al ser éste un subproducto de la
degradacion de acidos grasos [Borek, 2001]. Los peroxisomas contienen a la
enzima Acil-CoA oxidasa que al llevar a cabo su funcién genera H,O, [Thannickal &
Fanburg, 2000].

En presencia de iones cloruro, el H,O, es convertido en &cido hipocloroso (HCIO), el
cual es altamente oxidante y juega un papel importante en la eliminacion de

patogenos de las vias respiratorias.
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Dado que el H,O; no es un radical libre, goza de mayor estabilidad que el O," y es
capaz de difundir a través de la membrana mitocondrial hacia el citoplasma. El H,O,
es un agente oxidante mas débil que el O, [Thannickal & Fanburg, 2000]; sin
embargo esta ERO puede producir *OH a través de la reaccion de Fenton en

presencia de iones metélicos como el Fe** y el Cu* [Sayre et al., 2008].

El *OH es el radical més reactivo encontrado en los sistemas bioldgicos; es capaz
de reaccionar con todas las biomoléculas y dado su tiempo de vida media in vivo de
10? s puede atacar rapidamente las macromoléculas cercanas a nanémetros de su

lugar de formacion [Valko et al., 2007; Sayre et al., 2008].

No solo la mitocondria y los peroxisomas fungen como fuentes de ERO, sino
también el reticulo endoplasmico a través de la familia de enzimas b5 y citocromo
p450, que oxidan &cidos grasos insaturados y xenobidticos y, reducen el O,
produciendo O;” y/o H,0O, Ademas, la envoltura nuclear contiene citocromo
oxidasas y sistemas de transporte electrénico de funcién desconocida. Se ha
postulado que la fuga de electrones de estos sistemas enziméaticos puede dar lugar

a ERO, las cuales podrian dafiar el ADN.

La auto-oxidacion de moléculas pequefias como la dopamina, la adrenalina, las
flavinas y las hidroquinonas puede fungir como una importante fuente de ERO. De
manera alternativa, la dopamina puede ser desaminada por la MAO dando lugar al
metabolito no toxico acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) y a H,O, [Lotharuis &
Brundin, 2002]. Se ha propuesto que el efecto prooxidante de la dopamina podria
estar implicado en la induccion de apoptosis en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson [Thannickal & Fanburg, 2000].

4. ERNy sus fuentes

El 6xido nitrico (NOe) es una molécula pequefia con un electron desapareado
generada en los tejidos bioldgicos por la familia de isoenzimas 6xido-nitrico sintasa
(NOS). Las isoformas de NOS incluyen: la NOS neuronal (nNOS) y la NOS
endotelial (eNOS), las cuales se expresan de manera constitutiva y requieren de la
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formacion de un complejo Ca*- calmodulina para su activaciéon. La isoforma
inducible (INOS) ejecuta su actividad de manera independiente al Ca®*. En
presencia de O,, estas isoenzimas catalizan la conversion de L-arginina a L-citrulina
con la formacion de NOe a través de una reaccion oxidativa [Valko et al., 2007,
Ljubuncic et al., 2010].

El NOe actlia como una molécula de sefializacién bioldgica en una gran variedad de
procesos fisiologicos, incluyendo la neurotransmision, la regulacion del tono vascular
y la presién sanguinea, asi como mecanismos de defensa y regulacion inmune. En
un ambiente acuoso, el NOe tiene un tiempo de vida media de pocos segundos y
como también es liposoluble, difunde a través del citoplasma y las membranas
plasmaticas. A partir del NOe se origina su forma oxidada, el radical nitrosonio
(NO+). EI NO+ puede recibir un segundo electron procedente de la dismutacion del
O," mediado por la enzima SOD, de manera que se forma el ONOO', el cual puede
descomponerse en el radical diéxido de nitrégeno (NO,") y en el ién nitronio (NO,")
[Reppeto & Reppeto, 2009]. A nivel celular, el NOe ha sido ampliamente implicado
en el estrés nitrosante, efecto deletéreo que se ha asociado a la inhibicion del

desarrollo celular y la apoptosis [Ljubuncic et al., 2010].

Las células del sistema inmune producen tanto O, como NO- durante procesos
inflamatorios. Bajo estas condiciones, estas especies pueden reaccionar para
producir cantidades significativas del altamente oxidante, anion ONOQO', el cual es
un potente agente oxidante que puede causar fragmentacion del ADN vy

lipoperoxidacién [Valko et al., 2007].

Uno de los blancos del NOe es la citocromo ¢ oxidasa, enzima terminal en la cadena
transportadora de electrones, la cual es inhibida por el NOe en una manera
reversible y competitiva con el O,. La consecuente reduccion de la actividad de la
citocromo c oxidasa lleva a la liberacion de O,", el cual bajo ciertas circunstancias
reacciona con el radical NO+ para formar ONOO". Dado que la constante de
velocidad de la reaccion del NO« con O,” es mayor que la de la reaccién llevada a
cabo por cualquiera de las isoformas de SOD para dismutar el O,", el ONOO™ se

9
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formara en cualquier célula o tejido en donde ambas especies existan
simultaneamente. El ONOO™ puede aceptar un protén generando ONOOH, el cual
por ruptura homolitica genera «OH y ¢«NO,. Adicionalmente, el NOe en presencia de
O, puede generar N,O3 mientras que si reacciona con «OH genera acido nitroso
(HNOy).

Ademas de las fuentes enddgenas de ERO y ERN (Fig. 2), nuestros organismos
estan expuestos a fuentes exdgenas que dan lugar a especies reactivas. Dentro de
éstas fuentes se encuentran la radiacion ionizante, el ozono, el tabaco y los
medicamentos [Birben et al., 2012]. Por ejemplo, la radiacion UV puede generar por

excitacion del O, el oxigeno singulete (*AO,) [Borek, 2001].
5. Consecuencias del estrés oxidante y nitrosante

Cuando las células de los organismos se ven desbordadas por un exceso de
especies reactivas, la consecuencia quimica directa es el dafio a las biomoléculas,
gue se convierten en la diana de las ERO y las ERN. Los lipidos poliinsaturados de
las membranas biolégicas y las lipoproteinas son altamente susceptibles al dafio
mediado por estrés oxidante [Valko et al., 2007; Sayre et al., 2008]. El proceso de
ataque y dafo a los lipidos poliinsaturados se debe a reacciones en cadena
mediadas por radicales libres como el altamente reactivo OHe y el hidroperoxilo
(HOO-¢), que para estabilizarse inician la abstraccion de un atomo de hidrégeno del
metileno bis-alilico de los lipidos poliinsaturados formando un radical lipidico. La
presencia de un doble enlace adyacente a un grupo metileno en los lipidos hace
débil al enlace —CH y por lo tanto el hidrégeno es mas susceptible de ser abstraido.
El radical lipidico es estabilizado por rearreglo molecular del doble enlace para
formar un dieno conjugado que, en presencia de O, genera el radical peroxilo
(ROOQe¢). ElI ROO- es por si mismo capaz de abstraer un atomo de hidrégeno de otro
acido graso poliinsaturado generando una cadena de propagacion de la auto-
oxidacion de los acidos grasos conocida como lipoperoxidacion. Como
consecuencia de este dafo a los lipidos se forman algunos hidroperoxidos lipidicos

inestables que se degradan, generando como productos terminales principales
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malondialdehido y 4-hidroxinonenal [Gutteridge, 1995; Sayre et al., 2008]. Estos
aldehidos pueden reaccionar con proteinas y &cidos nucleicos resultando en
mutaciones y alteraciones funcionales de la célula [Trachootham et al., 2008].

La accion de ERO/ERN como el ONOO™ sobre las proteinas puede resultar en la
oxidacion de cualquiera de las cadenas laterales de los aminoacidos, aunque la
cisteina y la metionina son mayormente susceptibles a la accién de las ERO/ERN
generando entrecruzamiento entre proteinas u oxidacion por nitrosilacion. La
oxidacion de las cadenas laterales de aminoacidos como la lisina y arginina resulta
en la formacion de grupos carbonilo, los cuales pueden formarse también por vias
como la lipoperoxidacién y la glicosilacién. Esta ultima se refiere al dafio a las
proteinas que ocurre durante eventos de estrés oxidante severo, en el que hay
formacion de aductos entre los grupos amino libres de las proteinas y productos
secundarios de la oxidacion de azucares [Sayre et al., 2008; Valko et al., 2007;
Trachootham et al., 2008].

El OH- es conocido por reaccionar con las bases puricas y pirimidicas del ADN, asi
como con sus azucares puesto que éstos componentes contienen O y N como
centros nucleofilicos. La lesion mas estudiada del ADN es la formacién de la 8-
hidroxi-deoxi-guanosina (8-OH-dG), una modificacion permanente en el ADN que
representa el primer paso en procesos de mutagénesis, carcinogénesis vy
envejecimiento [Valko et al., 2007]. EI NO« y el ONOO™ también pueden reaccionar
con las bases del ADN e inducir rupturas de una sola hebra [Trachootham et al.,
2008].

El exceso de ERO/ERN tiene un gran potencial para causar dafio en lipidos,
proteinas y al ADN. Para prevenir y proteger a los componentes celulares del dafio
inducido por las ERO/ERN, los organismos aerobios han desarrollado elaborados

mecanismos de defensa antioxidante [Borek, 2001; Trachootham et al., 2008].
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FIGURA 2. Fuentes intracelulares de ERO y ERN. Las principales fuentes de especies reactivas descritas en

el texto se encuentran representadas en esta figura. Abreviaturas: MnSOD, manganeso superoxido

dismutasa; |, II, lll y IV, complejos I, I, Il y IV de la cadena respiratoria de electrones; Cit c, citocromo c; Q,

quinona; QH,, ubiquinol; +Q’, radical ubiquinona parcialmente reducido; FAD, flavin adenin dinucleétido;

FADH, flavin adenin dinucleétido hidrogenado; RE, reticulo endoplasmico; PO, peroxisoma; Nuc, nudcleo;

CuZnSOD, cobre-zinc superéxido dismutasa; XO, xantina oxidasa; L-arg, L-arginina; L-cit, L-citrulina; NOS,

oxido nitrico sintasa; MPO, mieloperoxidasa; NADP+, nicotidamida adenin dinucleétido fosfato; NADPH,

nicotidamida adenin dinucleétido fosfato hidrogenado; MAO, monoamino oxidasa; SQ°, radical semiquinona;

DA, dopamina; DOPAC, &cido 3,4-dihidroxifenil acético; NH;, amoniaco.
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6. Sistemas antioxidantes

El concepto de antioxidante fue introducido por primera vez en 1995 por Halliwell y
Gutteridge, quienes lo describieron como “aquella sustancia que al estar presente en
bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de éste” [Halliwell & Gutteridge, 1995]. Sin embargo,
esta definicion es inadecuada en cierto sentido puesto que, algunas sustancias son
consideradas en la actualidad como antioxidantes aunque no se encuentran en
bajas concentraciones con respecto al sustrato oxidable, por lo que la definicion
correcta es “cualquier sustancia que retrasa, previene o remueve el dafio oxidante

de una molécula diana [Veskoukis et al., 2012; Halliwell & Gutteridge, 2007].

Las células estan equipadas con sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos que eliminan el exceso de ERO y ERN con el fin de mantener la
homeostasis redox. Los antioxidantes no enzimaticos incluyen: a) antioxidantes
exdégenos, tomados de la dieta, como el acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), carotenoides, flavonoides, entre otros y b) antioxidantes enddégenos
gue son aquellos sintetizados en el organismo, como la bilirrubina y el glutation
reducido (GSH). EI GSH es un tripéptido altamente abundante en el citosol y
sintetizado por la y-glutamil-cisteinil ligasa (GCL). El papel protector del glutation en
contra del estrés oxidante consiste en que: a) es un cofactor de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx) o de detoxificantes como la
glutation-S-transferasa (GST); b) participa en el transporte de aminoacidos a través
de la membrana plasmatica; c) atrapa especies reactivas como el OHe y el *AO, y d)

regenera antioxidantes como la vitamina C y E [Valko et al., 2007].

Por otro lado, el sistema antioxidante enzimatico incluye proteinas antioxidantes
como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPXx) y
glutation reductasa (GR). Ademas la célula cuenta con enzimas que se encargan de
detoxificar compuestos electrofilicos, conocidas como enzimas de fase Il, como la

familia de enzimas de la GST (Fig. 3).
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7. Enzimas antioxidantes y de fase Il

7.1. Superéxido Dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

Las SODs son una familia de metaloenzimas que catalizan la dismutacién del O,"
para producir H,O, y O, La reaccion enzimatica consiste en dos semirreacciones,
una reaccion oxidativa en el que el sustrato, O," se oxida a O, y una reductiva en la

gue O, se convierte en H,0, (reaccion 1.1y 1.2).
SOD-Cu®**+ 0,” — SOD-Cu* + O, Reaccion 1.1
SOD-Cu* + O,” + 2H" — SOD-Cu?" + H,0, Reaccion 1.2

Las SODs tienen una variedad de grupos prostéticos y se clasifican en funcion de
éstos. La forma isoenzimética principal de las SOD es la CuzZnSOD o SOD1
(codificada por el gen SOD1 en la region 21g22.11), proteina homodimérica de 32
KDa que ha sido encontrada en el citosol de casi todas las células eucari6ticas
aunque también, puede encontrarse en el nucleo. El 4&tomo de cobre es necesario
para la actividad catalitica de la enzima mientras que el atomo de zinc la estabiliza.
La SOD1 representa la primera linea de defensa en contra de las ERO. La
alteracion de la SOD1 ha sido asociada con diferentes patologias en particular con
enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica [Girotto et
al., 2014].

La MnSOD (codificada por el gen SOD2 en la region 6g25.3) es una proteina
tetramérica localizada principalmente en la mitocondria que protege este organelo
del O," producido durante el transporte electrénico mitocondrial [Zelko et al., 2002;
Trachootham et al., 2008].

Un exceso de SOD no acompafado por la actividad de la CAT puede resultar
perjudicial para el organismo, puesto que el peréxido de hidrogeno se acumularia
[Gil, 2010]. Por otra parte, se ha reportado que el gen SOD1 cuenta con el elemento

regulador ARE, de forma que su transcripcion es inducida por el factor de
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transcripcion Nrf2, maestro de la induccidn de la respuesta antioxidante [Lee et al.,
2003].

g
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FIGURA 3. Enzimas antioxidantes y de fase Il. Las reacciones efectuadas por cada
enzima se explican en el texto. Abreviaturas: O,, oxigeno molecular; O,", anién
superoxido; H,0O,, peréxido de hidrégeno; SOD2, manganeso superéxido dismutasa;
GPx, glutatibn peroxidasa; GR, glutation reductasa; CAT, catalasa; GSH, glutatién
reducido; GSSG, glutation oxidado; RX, xenobidtico; RSG, compuesto conjugado con
glutation.

7.2. Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

La CAT (peroxido de hidrogeno oxidorreductasa) de mamiferos es una
hemoproteina tetramérica que consiste en cuatro subunidades idénticas, cada una
de las cuales tiene un grupo hemo y NADPH en su centro activo; su masa es de 60
KDa. La CAT se encuentra altamente distribuida principalmente en los peroxisomas
de las células, aunque también se encuentra en el citoplasma y la mitocondria
[Pedraza et al., 2001]. Cuando el H,O, se encuentra en altas concentraciones en la

célula, la CAT cataliza su reduccion a H,O y O, efectuando lo siguiente (reaccién 2):
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H,0O, + H,O, — 2 H,O + O Reaccién 2

En esta reaccion ocurre la transferencia de dos electrones entre dos moléculas de
peroxido de hidrogeno, funcionando una como donador y otra como aceptor de

electrones. La reaccion catalizada por esta enzima ocurre en dos pasos:

1) La catalasa se oxida por una molécula de peréxido de hidrégeno formando un
intermediario llamado compuesto I, el cual se caracteriza por tener un grupo
ferroxilo con Fe' y un radical catiénico de porfirina. En este paso del
mecanismo de reaccion se produce una molécula de agua (reaccion 3.1).

2) El compuesto | es reducido por otra molécula de H,O, de tal forma que la
catalasa regresa a su estado inicial produciendo agua y una molécula de O,

(reaccidén 3.2).
Enz (Por-Fe") + H,0, — Compuesto | (Por+s-Fe'V-0) + H,0 Reaccién 3.1
Compuesto | (Por+e-Fe'V-0) + H,0, — Enz (Por-Fe") + H,0 + O,  Reaccién 3.2

Cuando el H,O, se encuentra en bajas concentraciones, la CAT actia como
peroxidasa, de manera que el compuesto | puede oxidar el metanol, el etanol, el

formato o el nitrato utilizando una molécula de H,O, como oxidante [Diaz, 2003].

El gen CAT que codifica para la catalasa se localiza en la regién 13 del brazo corto
del cromosoma 11 (11p13) en humanos. Estudios recientes han demostrado que la
transcripcion de la CAT esta mediada por factores de transcripcion de homeostasis
redox como son Nrf2 y NfkB [Sadi et al., 2014]. La regulacion por Nrf2 se debe a
gue, como se ha reportado en la literatura, el gen CAT contiene la secuencia ARE
(Antioxidant Response Element), elemento al que se une Nrf2 para inducir la
transcripcion de la CAT [Lee et al., 2003].

7.3. Glutation Peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9)

La GPx es una enzima importante en el sistema de defensa antioxidante que
funciona en la detoxificacion de peroxidos e hidroperéxidos organicos. La mayoria

de las GPx’s son enzimas tetraméricas y cada uno de sus mondmeros idénticos
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tiene una masa de 22 KDa [Arthur, 2000]. Un residuo de selenocisteina se
encuentra en el sitio catalitico de la enzima y la disponibilidad de selenio regula, en
parte, la actividad de la misma [Baker et al., 1993]. La GPx cataliza la reduccion del
H,O, a H,O (reaccion 4). La selenocisteina participa directamente en la donacion
del electron al sustrato de perdxido oxidandose en el proceso. La enzima luego
utiliza el grupo sulfhidrilo del GSH como un donador de hidrégeno para regenerar la
selenocisteina de la enzima [Mugesh et al., 2001].

H,0O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG Reaccion 4

Desde la identificacion de la GPx en 1957, se han tipificado 5 isoformas en
mamiferos: la GPx-1 citosolica (codificado por el gen GPX en la posicién 3p21.3)
gue puede metabolizar H,O, y algunos peréxidos organicos, incluyendo colesterol e
hidroperdxidos de acidos grasos; la GPx-2 (codificado por el gen GPX en la posicion
14924.1) o gastrointestinal (GPxGi) que tiene sustratos similares a la GPx-1 y es
citosolica; la GPx-3 (codificado por el gen GPX en la posicién 5923) o extracelular
gue se encuentra principalmente en el plasma; la GPx-4 (codificado por el gen GPX
en la posicion 19p13.3) que es una enzima monomérica que previene la oxidacion
de los fosfolipidos de membrana y se encuentra en citosol, mitocondria y nucleo; y la
GPx-5 (codificado por el gen GPX en la posicion 6p22.1) especifica del epididimo
cuya actividad es menor a 0.1% de la GPX-1 [Mézes et al., 2003; Arthur, 2000;
Trachootham, 2008].

La GPx se encuentra dentro de las enzimas reguladas por la activacién del factor de
transcripcion Nrf2 [Thimmulappa et al., 2002], aunque se ha propuesto que el factor
NFkB, también puede regular su transcripcion dependiendo del ambiente redox
[Sadi et al., 2014]. Se encuentra reportado que la GPx-4 cuenta con el elemento
enhancer ARE [Lee et al., 2003].

7.4. Glutation Reductasa (GR) (EC 1.6.4.2)

La GR es una flavoenzima dependiente de nicotinamin adenin dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del GSSG a GSH (reaccion 5). La GR
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es una enzima dimérica cuyos mondmeros idénticos se encuentran unidos entre si
por un puente disulfuro y tienen una masa de 51 KDa cada uno. Cada una de las
subunidades de la GR tiene FAD en su centro activo. Su localizacion es citosélica y
mitocondrial [Pai & Schulz, 1983].

Es la principal enzima encargada de mantener elevada la relacion GSH/GSSG.
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP+ Reaccién 5

El gen GSR (localizado en la posicion 8p21.1) codifica para la GR. Estudios en
fibroblastos cardiacos indican que la expresién de este gen se encuentra regulada
por el factor Nrf2 [Zhu et al., 2005].

7.5. Glutation S-Transferasa (GST) (EC 2.5.1.18)

Las GSTs son una gran familia de enzimas diméricas esenciales para la
detoxificacion de compuestos electrofilicos, ya sean de origen endégeno o exdgeno.
Estas enzimas catalizan la conjugacién de los compuestos electrofilicos con GSH a
través de la formacion de un enlace tioéter entre el atomo de azufre del GSH y el
sustrato, generando compuestos menos reactivos y mas solubles. Basado en la
secuencia aminoacidica y especificidad por los sustratos, se han identificado 8
clases de GSTs citosolicas o solubles (GST alpha, mu, pi, theta, sigma, zeta, kappa
y omega) en mamiferos [Sherratt et al., 2001; Kitteringham et al., 2003]. De estas
isoformas de la GST, hay reportes que indican que los genes que codifican para la
GST mu, pi y omega cuentan con el elemento regulador ARE en su promotor [Lee et
al., 2003].

8. Enfermedades neurodegenerativas

Las investigaciones realizadas durante las ultimas décadas han puesto de
manifiesto la amplia participacion del estrés oxidante en diversos estados
patolégicos, sobre todo en aquellos cuya incidencia incrementa con la edad, como

es el caso de algunas enfermedades neurodegenerativas [Sayre et al., 2008].
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Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de padecimientos
cronicos del sistema nervioso, caracterizadas por una severa, lenta e irreversible
pérdida de células en éareas discretas del cerebro, ademas de metabolismo
energético alterado y eventos inflamatorios. Los trastornos neurodegenerativos
muestran creciente prevalencia e incidencia a nivel mundial por lo que significan un
reto a la sociedad cientifica considerando que, estas enfermedades no solo merman
la calidad de vida del paciente y de los familiares, sino que también tienen

repercusiones socioecondmicas importantes [Singh et al., 2004].

Hay cuatro procesos clave que, en general, acompafian a las enfermedades
neurodegenerativas y que se encuentran interrelacionados entre si. Entre ellos se
encuentran: a) el estrés oxidante y nitrosativo, via la formacion de ERO y ERN
[Santamaria & Jiménez, 2005], que fungen como factores desencadenantes de la
iniciacién de las cascadas de muerte celular responsables de la degeneracion de
células del sistema nervioso en las enfermedades neurodegenerativas y eventos
neurotoxicos [Nunoruma et al., 2007]; b) acumulacion de proteinas mal plegadas o
no plegadas que puede inducir un incremento de ERO y ERN; c) pérdida de la
homeostasis de metales de transicion como hierro y cobre, que participan en la
formacion de ERO, por lo que se sugiere que un exceso de estos metales es
responsable del dafio oxidante y d) disfuncién mitocondrial. Dado que la fosforilacién
oxidativa en la mitocondria es la mayor fuente de ERO, existe una relacién directa
entre las anormalidades mitocondriales de las enfermedades neurodegenerativas y

el estrés oxidante [Sayre et al., 2008].

De estos procesos clave presentes en los eventos neurodegenerativos, el estrés
oxidante tiene un papel ubicuo en la neurodegeneracion puesto que el cerebro es
particularmente vulnerable a sus efectos deletéreos considerando: a) su alto
contenido de &cidos grasos poliinsaturados facilmente peroxidables; b) su alta tasa
de consumo de O, considerando que, el cerebro representa tan sélo 2% de la masa
corporal total y utiliza aproximadamente 20% del O, total consumido por el
organismo; c) su alta concentracion de metales de transicion que favorece la
formacion de ERO via las reacciones de Fenton y Haber-Weiss; d) su escasez
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relativa de enzimas antioxidantes en comparacion con otros organos; e) el papel
limitante de la barrera hematoencefalica (BHE) para la difusién de antioxidantes
como la vitamina E en el cerebro [Shukla et al., 2011; Nunoruma et al., 2007]; y f) las
regiones cerebrales con alto contenido en catecolaminas son excepcionalmente
vulnerables al dafio oxidante, puesto que la adrenalina, noradrenalina y dopamina
pueden auto-oxidarse espontaneamente a radicales libres o pueden ser
metabolizados a radicales por enzimas endogenas como la MAO. Todas estas
caracteristicas crean un efecto acumulativo, de tal manera que las neuronas y las
células gliales son altamente susceptibles a la destrucciéon por ERO/ERN [Shukla et
al., 2011]. Es por lo anterior que el uso de antioxidantes que penetren

eficientemente la barrera hematoencefalica se encuentra justificado.

Ademés de la alta susceptibilidad al dafio que por sus caracteristicas tiene el
cerebro, el proceso de envejecimiento, pieza clave de algunas enfermedades
neurodegenerativas, perjudica a los sistemas de defensa antioxidante endégenos.
Por ejemplo, durante el proceso normal de senescencia, los organismos muestran
una reduccion en la sintesis de GSH. Ademas, en los humanos los grupos carbonilo,
gue fungen como marcadores de oxidacién de las proteinas, incrementan con la
edad en todos los tejidos, incluyendo el cerebro. También por el proceso de
envejecimiento, el dafio al ADN mitocondrial incrementa 15 veces si se compara con
el dafio al ADN nuclear [Lotharius & Brundin, 2002].

Las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington son trastornos
neurodegenerativos que representan un serio problema de salud en la actualidad.
La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se
caracteriza por la pérdida progresiva de las capacidades cognitivas y la acumulacién
de depdsitos extracelulares de B-amiloide (AR) en el cerebro anterior basal, el
hipocampo y la corteza, asi como marafias neurofibrilares compuestas por
agregados intracelulares de la proteina tau hiperfosforilada; esta enfermedad afecta
principalmente a la poblacion adulta de edad avanzada. La enfermedad de
Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo autosémico dominante
caracterizado por la progresiva pérdida de neuronas, predominantemente en el
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cuerpo estriado y que afecta la corteza cerebral en la etapa tardia de la enfermedad.
La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo, gradual de
curso prolongado que se caracteriza por la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta, con la formacién concomitante
de inclusiones de proteinas intraneuronales (cuerpos de Lewy). Esta enfermedad
también se caracteriza por el agotamiento de noradrenalina y serotonina en ciertos
nucleos del tronco cerebral y la homeostasis alterada del hierro. Ademas se ha
reportado que la incidencia de la EP incrementa en mas del 90% de los casos
después de los 60 afios de edad [Van Den Eeden et al., 2004]. La evidencia de

estrés oxidante en estas enfermedades es altamente persuasiva [Singh et al., 2004].
9. Enfermedades neurodegenerativas y su relacion con el estrés oxidante

Diversos estudios no so6lo han evidenciado el amplio espectro de dafio por estrés
oxidante en las biomoléculas de las células cerebrales en la EA, sino que también
han mostrado que el estrés oxidante ocurre en etapas muy tempranas del curso de
la enfermedad (deterioro cognitivo leve). Otra de las caracteristicas prominentes de
la EA es la disfunciéon mitocondrial, de forma que la mitocondria deja de ser eficiente
en la produccion de ATP pero genera ERO [Singh et al., 2004; Wang et al., 2013].
Adicionalmente, se ha reportado que en la EA ocurre una disminucién significativa
de la actividad de enzimas antioxidantes como la SOD, la CAT, la GPx y la hemo-

oxigenasa 1 (OH-1) en corteza frontal y parietal [Wang et al., 2013].

Desde 1924, el metabolismo alterado del hierro ha sido implicado en la fisiopatologia
de la EP puesto que, se han encontrado niveles incrementados de hierro en la
sustancia nigra, regiébn anatOmica mas vulnerable a degenerarse en esta
enfermedad. El Fe?* media el dafio oxidante a través de la transferencia de un
electron mediante la reaccién de Fenton que lleva a la produccién del radical
hidroxilo (OH?¢), el cual puede oxidar a los acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos
y lipidos que se encuentren en la cercania. Adicionalmente, se ha reportado que en
la EP ocurre un funcionamiento anormal del complejo | de la cadena respiratoria de

electrones, lo que posiblemente incrementa la produccion de O, al alterar el flujo de
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electrones del NADH a la ubiquinona [Friedlich et al., 2009]. Ademas, las neuronas
de la sustancia nigra estan particularmente méas expuestas al dafio por estrés
oxidante debido a que la dopamina puede auto-oxidarse a pH fisiologico a especies
como la quinona de dopamina (SQ¢), O," y H,O,. De manera alternativa, la
dopamina puede ser metabolizada a acido 3,4-dihidroxiacético (DOPAC) y H,0, al
ser desaminada por la monoamino-oxidasa (MAO) [Lotharius & Brundin, 2002].
Ademas, se ha reportado que los pacientes con Parkinson tienen un nivel reducido
de GSH [Singh et al., 2004].

Por otra parte, en la EH los parametros de dafio oxidante se han observado tanto en
muestras de pacientes (suero y plasma) como en modelos animales. En tejidos
post-mortem de individuos con EH, los niveles de 8-hidroxi-deoxiguanosina (8-OH-
dG), un marcador de dafio oxidante del ADN y de malondialdehido, marcador de
lipoperoxidacién, se encuentran incrementados tanto en corteza como en estriado
[Ribeiro et al., 2012]. Adicionalmente, evidencias recientes indican que la disfuncion
mitocondrial es parte de la patogenia de la EH puesto que el complejo Il y Il de la
cadena respiratoria tienen menor actividad en las células del estriado, lo cual
sugiere un posible incremento de radicales libres que dafien el ADN mitocondrial
[Shukla et al., 2011]. Aunque el estrés oxidante no tiene un efecto tan profundo en la
EH como en otras enfermedades como la EA y la EP, es evidente que las ERO y las
ERN juegan un papel importante aunque no sean parte de la etiologia de la
enfermedad [Sayre et al., 2008].

Dada la deletérea accion evocada por las ERO y ERN en las enfermedades
neurodegenerativas y la falta de terapias efectivas para su prevencién o tratamiento,
el uso de un amplio espectro de antioxidantes como herramienta terapéutica ha
ganado atencion en la comunidad neurocientifica. Notablemente, las moléculas
antioxidantes que exhiben propiedades de proteccion prominentes han sido
encontradas en productos naturales como los alimentos y recientemente se les ha

denominado nutracéuticos [Garcia et al., 2014].
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10.La S-alilcisteina (SAC) y el extracto de ajo envejecido (EAE)

La S-alilcisteina (SAC) es un compuesto derivado de la planta Allium sativum
perteneciente a la Familia Alliaceae, a la que se denomina popularmente como ajo.
Originario de las estepas de Asia Central, esta especie ha sido cultivada por siglos
con propositos culinarios y medicinales. Al ajo se le cultiva principalmente en China,
Egipto, Europa y México [Mikaili et al., 2013]. Su histérico consumo en la medicina
tradicional le atribuye efectos benéficos en el tratamiento de infecciones, resfriado,
diabetes y enfermedades -cardiovasculares. Ademéas el uso del ajo se ha
correlacionado inversamente con riesgo de cancer de diferentes tejidos en humanos
y su efecto protector también ha mostrado la inhibiciobn de carcinogénesis en
diferentes modelos animales de cancer [Borek, 2001; Omar & Al-Wabel, 2010; Chia-
Wen et al.,, 2012]. Adicionalmente, el ajo ha mostrado actividad biolégica como
agente antibiético, antiviral, antimicético, antiparasitario, antitrombotico,
antiaterosclerotico, inmunomodulador, antioxidante, antihipertensivo,
antiproliferativo, hipoglucemiante e hipolipemiante, ademas de que previene el
envejecimiento [Omar & Al-Wabel, 2010; Weber et al., 1992; Mikaili et al., 2013; Imai
et al., 1994]. Estudios realizados sobre la composicion quimica del bulbo de esta
planta muestran que sus constituyentes mas importantes son compuestos
organosulfurados (COS) [Mikaili et al., 2013]. La potente actividad biol6dgica del ajo,
asi como su aroma y sabor caracteristicos son conferidos por esta fuente
particularmente rica de COS, la cual contempla aproximadamente 33 de ellos [Chia-
Wen, 2012; Omar & Al-Wabel, 2010]. Las variaciones en los meétodos de
procesamiento del ajo pueden producir diversas preparaciones o suplementos dada
su compleja composicion quimica [Lawson, 1998]; cada una de las preparaciones
provee beneficios especificos a la salud dependiendo de la cantidad de
componentes activos, principalmente de COS, que contengan. Ademas del diente
de ajo fresco, los ejemplos mas comunes de preparaciones de ajo son el aceite de

ajo, el polvo de ajo y el extracto de ajo envejecido (EAE) [Arnault et al., 2005].

El EAE es un suplemento del ajo sin olor, que cuenta con gran cantidad de
compuestos que han sido estudiados extensivamente por su amplia actividad
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antioxidante y potencial proteccion a la salud; entre ellos se encuentran la SAC (0.62
mg/g de producto), su componente mayoritario y la S-trans-1-propenilcisteina (SPC)
(0.37 mg/g de producto), que constituyen los compuestos organosulfurados mas
abundantes del EAE [Borek, 2001] (Fig. 4).

Ademas de SAC y SPC, este suplemento también contiene S-alilmercaptocisteina
(SAMC) (0.14 mg/g de producto), alina (0.32 mg/g de producto), cicloalina (0.34
mg/g de producto), y-glutamil-S-alilcisteina (0.25 mg/g de producto), y-glutamil-S-
trans-1-propenilcisteina (0.09 mg/g de producto) y cistina (0.01 mg/g de producto);
asi como algunos compuestos sin azufre incluyendo el acido glutamico (1.2 mg/g de

producto ) y la arginina (2.2 mg/g de producto) [Lawson, 1996].

COOH COOH

S-alilcisteina (SAC) S-trans-1-propenilcisteina (SPC)

FIGURA 4. Estructuras de los componentes mas abundantes del
EAE con actividad antioxidante

El EAE surge de un proceso de extraccion prolongado creado por la compafia
Wakunaga of America que optd por disefiar un proceso de envejecimiento del ajo
con el fin de evitar el fuerte e irritante olor del ajo fresco, asi como efectos
secundarios que generan tanto el ajo crudo como el aceite de ajo, como son la
destruccion y retardo del crecimiento de la microflora del tracto digestivo [Borek,
2001].

El proceso de envejecimiento consiste en introducir dientes de ajo completos o en
pequeias piezas (2x2x1 cm) en tanques de acero inoxidable con una mezcla de
extraccion etanol-agua 1:4 y después de 20 meses, esta mezcla es filtrada y
concentrada a temperatura ambiente [Colin et al., 2012; Omar & Al-Wabel, 2010].

Durante este proceso algunos compuestos inestables y con olor intenso son
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convertidos, a través de reacciones enzimaticas y no enzimaticas, en compuestos
mas estables, menos olorosos y con beneficios Unicos. El cambio que ocurre
durante el envejecimiento del ajo para la obtencion de SAC y SPC consiste en la
hidrolisis completa de las y-glutamilcisteinas (Fig. 5). Durante los primeros 3 meses
de envejecimiento, incrementa la cantidad de SAC y SPC sin embargo, durante los
17 meses restantes del proceso de envejecimiento, la cantidad de SAC en el EAE
permanece constante, mientras que la SPC disminuye [Colin et al., 2012].

a
Solucion de Filtrary
etanol al 20% — concentrar
b 20 meses
Q
| NH3»
I [.\'/\"/ﬁ\‘_/ . COOH
COOH y-Glutamiltransferasa S
At ~"“COOH N TN NH,
y-glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina
Q
NS y-Glutamiltransferasa COOH
COOH S
eSS ScooH AN INA NH,
y-glutamil-S-trans-1-propenilcisteina S-trans-1-propenilcisteina

FIGURA 5. A) Condiciones del proceso de envejecimiento del ajo. B) Reaccién de
formacién de los compuestos organosulfurados mayoritarios del EAE.

La SAC es un compuesto organosulfurado soluble en agua (1 g de SAC/14.7 mL de
H,O a 20°C) que se caracteriza por ser un polvo blanco cristalino con olor
caracteristico, no higroscopico y cuyo punto de fusién es de 223.3-223.7 °C. Su
almacenamiento a 105°C por 24 h genera un ligero cambio de color en los cristales,
de blanco a amarillo claro, sin embargo no ocurre ninguna transformaciéon o

descomposicion, por lo que se le considera como un compuesto muy estable
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[Maldonado et al., 2011]. Dada esta estabilidad, la SAC ha sido utilizada para
estandarizar los suplementos comerciales de EAE [Borek, 2001; Maldonado et al.,
2011; Cruz et al, 2007]. Ademas, bajo condiciones &cidas (HCI 6 N a 50°C por 5
dias) no hay evidencia de ruptura del enlace C-S de la SAC de tal manera que, al
pH del tracto gastrointestinal ésta puede ser absorbida sin cambios o productos de
descomposicion. Esto es diferente en condiciones bésicas (NaOH 2 N a 50°C por 5
dias), ya que la presencia de alilmercaptano y alilsulfuro como productos de

descomposicion indican la ruptura del enlace C-S [Kodera et al., 2002].

A la SAC no solo se le encuentra en el EAE (7.8 umoles/g en peso seco después de
corregir con 40% de excipientes), sino también como un constituyente minoritario del
ajo intacto (no mas de 30 ug/g en peso fresco) [Colin et al., 2012; Kodera et al.,
2002], el ajo triturado [Chang-Kai & Fan-Dian, 2005] y la cebolla [Hsu et al., 2004].
Ademas de la formacion de la SAC por la hidrélisis mediada por la y-
glutamiltransferasa que ocurre durante el envejecimiento del ajo, este compuesto

puede ser obtenido mediante sintesis quimica [Maldonado et al., 2003b] (Fig. 6).

. COOH
~. NH3z
SH s o S ~“NH,

EtOH/Na
COOH ’

~Br

L-cisteina Bromuro de alilo S-alilcisteina (SAC)

FIGURA 6. Sintesis de la S-alilcisteina a partir de la L-cisteina y el bromuro de alilo.

La SAC es considerada como uno de los componentes mas importantes no toxicos
biologicamente activos del ajo [Chang-Kai & Fan-Dian, 2005]. En ratones, su
toxicidad aguda es 30 veces menor que la de otros compuestos derivados del ajo
como la alicina y el dialildisulfuro. La DL50 de la SAC es = 8.8 g/Kg en diferentes
mamiferos. Kodera y colaboradores [2002] llevaron a cabo un estudio de toxicidad
subcrénica en ratas al administrar dosis desde 250 hasta 2000 mg/Kg por via oral
durante un mes. En este estudio algunos efectos negativos se observaron a dosis
altas de SAC (=500 mg/Kg). Por lo anterior, este estudio sugiere que la SAC
administrada de manera crénica por via oral podria ser segura a dosis < 250 mg/Kg.
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Estudios de farmacocinética en humanos demostraron que, al administrar un
suplemento de ajo (500 mg de EAE conteniendo 0.67 mg de SAC) de manera
aguda, el Tmax de la SAC es de aproximadamente 1 h. A este tiempo, el contenido
total de SAC alcanza 450 ug en suero, lo cual sugiere una alta biodisponibilidad. El
tiempo de vida media encontrado para la SAC en humanos es mayor a 10 h y el de
depuracion mayor a 30 h. Ademas, la estabilidad de la SAC en la sangre es alta,
puesto que su recuperacion de la fraccion plasmética es casi del 100% [Kodera et
al., 2002].

Chang-Kai y Fan-Dian [2005] realizaron un estudio farmacocinético de la SAC en
ratas al administrar de manera aguda una dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg por via oral y
encontraron que la SAC alcanza su pico maximo de concentracion en suero a los 30
min en todas las dosis estudiadas. Después de la administracion oral, la
farmacocinética de la SAC mostr6 un perfil de tres fases en el que la absorcion y la
distribucion ocurren de manera muy rapida seguida de una fase de eliminacion
lenta. La biodisponibilidad absoluta de la SAC a las dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg por
via oral fue de 96.8, 95.6 y 91%, respectivamente, lo que muestra una rapida

absorcion y amplia distribucion del compuesto.

Después de la administracion aguda por via oral de SAC (50 mg/kg), la Cmax del
compuesto se alcanza hasta los 30 min en diferentes tejidos, incluyendo el cerebro
(Cmax = 26.7 mg/Kg a los 30 min por via i.v. y 24.2 mg/Kg por via i.g.). El tiempo de
vida media de eliminacién varia entre tejidos. Luego de la administracion oral, el
higado presenta el mayor tiempo de eliminacién de 2.2 h, seguido por el corazén,
pulmén y cerebro con 1.2 h [Yan & Zeng, 2005; Chang-Kai & Fan-Dian, 2005].

La N-acetil-S-alilcisteina (N-acetil-SAC) se ha identificado como el metabolito de la
SAC en la orina de diferentes mamiferos, aunque también se han encontrado trazas
de SAC (menos de 1%). Lo anterior indica que la SAC absorbida es metabolizada a
N-acetil-SAC en higado y rifidn, regiones en donde se encuentra mayoritariamente
la enzima N-acetiltransferasa. Se ha propuesto que cuando la SAC ha sido casi

completamente eliminada del higado, una alta concentracion de N-acetil-SAC es
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rapidamente retenida en el rifion y luego, una porcion de ésta es deacilada por las
acilasas de este 6rgano, siguiendo a esto un proceso de reabsorcion de la SAC
[Nagae et al., 1994].

11.Actividad bioldgica de la SAC

La SAC ha recibido mucha atencion por un gran nimero de investigadores quienes
han estudiado sus efectos farmacoldgicos para el tratamiento y prevencién de
diversas enfermedades. Se ha reportado un amplio espectro de propiedades
antioxidantes evidenciadas en condiciones in vitro e in vivo. Estas propiedades se
han asociado con su efecto benéfico como agente cardioprotector [Mostafa et al.,
2000; Padmanabhan & Mainzen-Prince, 2006], renoprotector [Maldonado et al.,
2003b; Cruz et al., 2007], hepatoprotector [Mostafa et al., 2000; Hsu et al., 2006],
guimiopreventivo [Milner, 1996; Balasenthil & Nagini, 2000], anti-inflamatorio [Geng
et al, 1997, Kim et al, 2001], antihipertensivo [Cruz et al., 2007],
antihiperglucemiante [Saravanan et al., 2009] y modulador de lipidos [Borek, 2001;

Saravanan & Ponmurugan, 2010].

Parte de la capacidad antioxidante de la SAC puede explicarse por el grupo tiol en
su estructura molecular, el cual tiene la caracteristica de ser nucleofilico, es decir
gue puede donar facilmente su protén a especies electrofilicas, neutralizandolas o
haciéndolas menos reactivas. Por lo tanto, la SAC puede disminuir la reactividad de
algunas ERO y ERN [Herrera-Mundo et al., 2009]. Esta consideracion fue apoyada
por observaciones de Numagami y Ohnishi [2001], quienes demostraron que
aquellos compuestos con grupos tioalilo, principalmente la SAC, exhibieron
capacidad antioxidante en un modelo de isquemia cerebral en ratas a través de la
inhibicion de la lipoperoxidacion y el estrés oxidante. Otros modelos de isquemia
mostraron disminucion de la disfuncién mitocondrial y del estrés oxidante en el
hipocampo tras la administracién de SAC [Atif et al., 2009], asi como reduccion del
area de infarto y prevencion de la muerte celular [Chun et al., 2008] al inhibir la

actividad de cinasas [Kim et al., 2006].
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Moriguchi y colaboradores [1996] encontraron que el grupo tioalilo de la SAC, no
solo previene el dafio por pérdida celular en un modelo de senescencia acelerada,
sino que también, este nutracéutico tiene actividad neurotrofica al incrementar el
namero de conexiones axonales en neuronas de un cultivo hipocampal. Ademas,
Nishiyama y colaboradores [2001] encontraron que la SAC fue capaz de restaurar el
déficit de aprendizaje en un modelo de senescencia acelerada en ratones.

En modelos de Huntington, se encontr6 que la SAC atenla la neurotoxicidad
provocada por la administracion de &cido quinolinico, un agente excitotoxico y pro-
oxidante, en estriado en ratas [Pérez-Severiano et al., 2004]; disminuye la
lipoperoxidacién y la disfuncién mitocondrial mediada por la toxina mitocondrial
acido 3-nitropropionico [Herrera-Mundo et al., 2009; Pérez-De La Cruz et al., 2006],
y reduce la lipoperoxidacion evocada por el acido quinolinico + &cido 3-
nitropropionico en sinaptosomas del cerebro en ratas [Pérez-De La Cruz et al., 2006;
Elinos-Calderon et al., 2010].

La SAC también fue capaz de prevenir la progresion de la EA a través de su
actividad como agente antioxidante [Javed et al.,, 2011; Tsai et al., 2011],
antiamiloidogénico [Peng et al.,, 2002; Chauhan & Neelima, 2006; Gupta & Rao,
2007; Tsai et al., 2011], anti-inflamatorio [Chauhan & Neelima, 2006; Ray et al.,
2011] y antiglicativo [Tsai et al., 2011].

Por otra parte, recientemente Garcia y colaboradores [2014] encontraron que la
SAC fue capaz de disminuir la pérdida de dopamina en estriado y sustancia nigra en
un modelo de Parkinson al inducir dafio con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinio
(MPTP) en ratones. La SAC previno la disminucion de los niveles del factor de
transcripcion Nrf2 y de las enzimas Mn-SOD y HO-1 en animales tratados con
MPTP, asi como la respuesta inflamatoria provocada por esta toxina. En los
animales control, la SAC per se incrementa los niveles de estas dos enzimas
[Garcia et al., 2014]. En apoyo a este concepto, se ha demostrado un aumento de
gliosis y degeneracién dopaminérgica en ratones Nrf2 -/-, lo que demuestra un

importante papel del factor Nrf2 en el dafio inducido por el MPTP en el modelo de
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Parkinson [Innamorato et al., 2010]. Otros modelos de Parkinson han demostrado
gue la administracion de SAC disminuye la lipoperoxidacion y la produccion de ERO
mediada por la neurotoxina MPP+ (1-metil-4-fenilpiridinio) en ratones [Rojas et al.,
2011].

La amplia gama de propiedades antioxidantes de la SAC se han atribuido a su
capacidad para: a) actuar como antioxidante directo al atrapar ERO y ERN
incluyendo: radical O," [Kim et al., 2001; Maldonado et al., 2003b; Medina-Campos
et al., 2007], H,O;, [Ide et al., 1996; Maldonado et al., 2003b; Medina-Campos et al.,
2007; Ide & Lau, 1999; Ho et al., 2001], radical OH+ [Kim et al., 2001; Numagami &
Ohnishi, 2001; Chung, 2006; Medina-Campos et al., 2007, Maldonado et al., 2011],
anion ONOO’ [Kim et al., 2006; Medina-Campos et al., 2007], HCIO, *AO, y radical
ROO- [Medina -Campos et al. , 2007] previniendo asi la lipoperoxidacion [Ide & Lau,
2001; Imai et al., 1994] y la oxidacion y nitracion de proteinas [Ho et al., 2001; Kim
et al., 2006]; b) quelar iones metalicos implicados en la formacién de ERO y ERN,
como Fe®" y Cu?* [Dairam et al., 2008; Huang et al., 2004], c) incrementar los niveles
de defensa antioxidante no enzimética (GSH) [Pinto et al., 1997; Hsu et al., 2004], d)
inhibir enzimas pro-oxidantes como la NADPH oxidasa [Cruz et al., 2007; Gill &
Wilcox, 2006; Colin et al., 2012] y la oxido nitrico sintasa [Kim et al., 2001] y e)
inhibir la via NFkB importante en procesos de inflamacion [Geng et al., 1997; Ide &
Lau, 2001].

Sin embargo, también se ha propuesto que, para combatir el estrés oxidante, la SAC
podria estar ejecutando un mecanismo como antioxidante indirecto, actuando como
un inductor del factor de transcripcion Nrf2 [Kalayarasan et al., 2008; Colin et al.,
2012; Garcia et al., 2014], regulador principal de la homeostasis redox de las

células.
12.Via Nrf2/Keapl

Dada la frecuente exposicion de las células a insultos oxidantes tanto provenientes
de fuentes intrinsecas como extrinsecas, las células poseen diversos sistemas de
defensa altamente regulados que permiten la detoxificacion y remocion del agente
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oxidante con el fin de mantener condiciones O6ptimas de funcionamiento. La
elegancia del sistema de defensa celular consiste en su capacidad para ajustarse a
niveles crecientes de estrés a través de la regulacion de la expresion de sus
componentes. Esta respuesta adaptativa, en parte la lleva a cabo un conjunto de
factores de transcripcion, y hay evidencia creciente que indica que Nrf2 (factor de
transcripcion nuclear relacionada con NF-E2) es el regulador primario de este
mecanismo de defensa celular inducible en respuesta al estrés celular [Copple,
2012]. Numerosas investigaciones se han encargado de demostrar que este factor
esta involucrado en la prevencion y patogénesis de enfermedades complejas como
cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas [Lau et al.,
2012].

Nrf2 es un miembro de una subfamilia de proteinas basicas que posee un “zipper”
caracteristico o cierre de leucinas (bZip) en la regién terminal. Posee una regién
homdéloga a las proteinas cap ‘n’ collar (CNC) de Drosophila, altamente conservada
entre las Nrfs [Kdnigsberg et al., 2007]. Este factor de transcripcidn se expresa
principalmente en higado, rifidn, piel, pulmén y tracto gastrointestinal [Copple, 2012]
y poco en cerebro [Colin et al., 2012].

La proteina Nrf2 (95-110 KDa) comprende 6 dominios Neh (Nrf2-ECH homology)
altamente conservados. Dado que Nrf2 es un factor constitutivo en la mayoria de las
células, su actividad se mantiene estrictamente regulada. Es por ello que el dominio
Neh2 localizado en su posicidbn N-terminal facilita la interaccion con el regulador
negativo Keapl (Kelch-like erythroid cell derived protein with CNC homology (ECH)-
associated protein 1) que secuestra a Nrf2 en el citoplasma bajo condiciones
normales en la célula. En el dominio Neh2 también se encuentran 7 residuos de
lisina (K) que son importantes para la ubiquitinacion y degradacion de Nrf2 (K44,
K50, K52, K53, K56, K64, K68). Dado que la célula sintetiza y degrada Nrf2 de
forma sistematica (tiempo de vida media de Nrf2 = 20 min), su control primario
radica principalmente en su distribucién subcelular mas que en su sintesis de novo
[Konigsberg et al., 2007]. EI dominio Neh1l media la heterodimerizacién de Nrf2 a
través del zipper de leucinas, asi como la union al ADN, mientras que los dominios
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Neh4 y Neh5 permiten la transactivacion de los genes diana de este factor [Copple,
2012]. Neh6 es un degron no sensible al ambiente redox esencial para su
degradacion independiente de Keapl. Por otra parte, el dominio Neh3 se encarga

de la activacion transcripcional de Nrf2 [Silva-Islas et al., 2012] (Fig. 7).
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FIGURA 7. Dominios del factor de transcripcién Nrf2. EI dominio Neh2 es el sitio de unién a Keapl
mediante los motivos DLG y ETG. Este dominio cuenta con 7 residuos de lisina, los cuales son
importantes para su ubiquitinaciéon y degradacion (K44, K50, K52, K53, K56, K64 y K68). Se ha
propuesto que los dominios Neh4 y Neh5 se unen a la proteina CBP activando la transcripcién. El
dominio Neh6 permite la degradacién de Nrf2 de manera independiente a la mediada por Keapl. El
dominio Nehl al contar con una regién rica en leucinas permite la heterodimerizacion de Nrf2 con
proteinas pertenecientes a la familia Maf pequefias, BACH1 y JUNc, entre otras. Este dominio
permite ademas la unién de Nrf2 a la secuencia de ADN consenso conocida como ARE (Elemento de
respuesta antioxidante) para inducir la transcripcién de genes regulados por esta secuencia
regulatoria. Abreviaturas: DLG, dominio del baja afinidad; ETGE, dominio de alta afinidad; Nrf2, factor

relacionado al factor nuclear eritroide-2; Neh1-6, dominios de homologia Nrf2-ECH 1-6.

Por otro lado, la proteina Keapl es un homodimero (80 KDa) que consta de cinco
dominios, de los cuales dos son muy conservados; el primero de ellos es el dominio

BTB/POZ (Bric-abrac, tramtrack, broad-complex/poxovirus zinc finger) que se
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encuentra presente en proteinas que se unen a actina y el segundo es el dominio
Kelch o DGR (double glycine repeat), a través del cual se une el dominio Neh2 a
Keapl. Los otros dominios son NTR (regién N-terminal), CTR (region C-terminal) y
la region de intervencion (IVR), la cual tiene residuos de cisteina, algunos de las
cuales tienen mayor capacidad de reaccionar al encontrarse en una vecindad de
aminoacidos bésicos, de manera que, disminuye su pka y aumenta su reactividad
relativa. Keapl se une a Nrf2 en una relacion 2:1 a través de los sitios de
reconocimiento de Nrf2: el motivo DLG (baja afinidad) y el motivo ETGE (alta
afinidad) conocidos como pestillo y bisagra, respectivamente. Keapl no sélo se
encuentra compartiendo sus laminas-3 con Nrf2 y la F-actina del citoesqueleto en la
periferia del nacleo [Kodnigsberg et al., 2007; Itoh et al., 2004], sino que también
funge como un adaptador de la ligasa Culina-3 (Cul-3) para dirigir la ubiquitinaciéon y

degradacion de Nrf2 por proteosoma 26S (Fig. 8).
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FIGURA 8. Dominios de la proteina Keapl. La proteina Keapl se une a Nrf2 en forma de homodimero. Su
dominio DGR es el sitio de unién a Nrf2 y a la F-actina. El dominio IVR contiene los residuos de cisteina -
SH273 y -SH288 que pueden oxidarse y de ese modo censar el estado oxidante de la célula. Cul3 es la
ligasa E3 que funge como adaptador de unién al proteosoma. Abreviaturas: Cul3, culina-3; BTB, dominio
bric-abrac tramtrack; IVR, region de intervencién; DGR, dominio de doble repeticién de glicinas; DLG,
dominio del baja afinidad; ETGE, dominio de alta afinidad; Nrf2, factor relacionado al factor nuclear
eritroide-2.

33



>

Para ello, Keapl actia como sustrato adaptador del complejo Culina-3 dependiente
de la ubiquitin-ligasa E3, uniendo Nrf2 a la proteina ring-box protein (ROC1/RBX1).
Esta ultima recluta a la proteina E1 cargada con la ubiquitina, que es luego
conjugada en una de las siete lisinas localizadas en el dominio Neh2 de Nrf2. La
mutacion de las lisinas del dominio Neh2 lleva a la estabilizacion de Nrf2 al inhibir la
ubiquitinacién dependiente de Keapl. La poli-ubiquitinacion marca a Nrf2 para la
degradacion por el proteosoma 26S. Lo anterior puede en parte explicar el tiempo
de vida media (20 min) de Nrf2 en condiciones basales y puede asociarse a las
dificultades relacionadas a su deteccién bajo éstas condiciones en ciertos tipos
celulares [Copple, 2012]. Se ha propuesto que la estabilizacion de Nrf2 puede estar
dada por la disociacion de Keapl de la Cul3 y la promocion de degradacion de

Keap1l al inducir su ubiquitinacion (K-298) (Fig. 9).

Se sabe que, la proteina Keapl murina tiene 25 residuos de cisteina y la humana
27. Bajo condiciones de estrés o de induccion por moléculas electrdfilas, las
cisteinas esenciales de Keapl actian como sensores que, al modificarse resultan
en la estabilizacion de Nrf2. Este factor de transcripcién es fosforilado por cinasas
como la PKC y subsecuentemente se transloca al nucleo, donde se heterodimeriza
con una proteina de la familia Maf pequefia para posteriormente unirse a la
secuencia ARE (Antioxidant Response Element) e inducir la transcripcion de genes
blanco que codifican para enzimas de fase Il, proteinas antioxidantes y
transportadores. ARE es una regién reguladora amplificadora, o “enhancer” tipo cis,
cuya secuencia consenso es 5'-gagTcACaGTgAGtCggCAaaatt-3' (en donde los
nucleotidos esenciales se encuentran designados con letras mayusculas). Una vez
que el heterodimero Nrf2-Maf se une a ARE, recluta co-activadores
transcripcionales que promueven la transcripcion via la actividad intrinseca de
histonas acetiltransferasas y la uniébn de componentes de la maquinaria
transcripcional [Copple, 2012]. Por esta razon, este factor de transcripcion es
considerado como el guardian redox de la célula puesto que proporciona el nivel
requerido de proteccidbn para las actividades celulares normales al regular la

expresion constitutiva e inducible de numerosos genes que codifican para proteinas

34



>

antioxidantes y detoxificantes [Kawai et al., 2011; Nguyen et al., 2004], tales como la
CAT, la GR, la SOD, la GPx y la GST [Zhu et al., 2005; Li et al., 2008; Kim & Vaziri,
2010; Vaziri, 2012], entre otras.

b) En estrés o induccion por SAC
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FIGURA 9. Regulacion del factor de transcripcion Nrf2 en condiciones basales y por efecto de especies
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o
Nrtl

Degradacion por Niicleo
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reactivas e inductores (S-alilcisteina). En el panel izquierdo se observa que en condiciones basales el
complejo Culina-3 dependiente de la ubiquitin-ligasa E3 se une a la proteina RING-box (Rx), la cual recluta
a la ubiquitina que es luego conjugada en las lisinas localizadas en el dominio Neh2 de Nrf2 favoreciendo
su degradacion por proteosoma 26S. En el panel derecho se muestra que, bajo condiciones de estrés o
induccion por moléculas como la SAC, las cisteinas de Keapl sufren modificaciones que generan cambios
conformacionales en Keapl, de manera Nrf2, tras ser fosforilada, puede translocarse al nucleo. En el
nucleo se heterodimeriza con proteinas Maf pequefias y se une a la region reguladora ARE induciendo la
transcripcion de genes que codifican para enzimas de fase Il y antioxidantes. Abreviaturas: Cul3, culina 3;
BTB, Dominio bric-abrac tramtrack; IVR, regién de intervencion; DGR, dominio de doble repeticién de
glicinas; DLG, dominio de baja afinidad; ETGE, dominio de alta afinidad; Nrf2, factor relacionado al factor
nuclear eritroide-2; E3, ubiquitina ligasa E3; RX, proteina RING-box; UBQ, ubiquitina; ARE, elemento de
respuesta antioxidante; Maf, proteinas de la familia Maf (fibrosarcoma musculo aponeuroético) pequefias;
PKC, proteincinasa; NQO1, NADP(H) quinona oxidorreductasa 1; GST, glutation S-transferasa; OH-1,
hemoxigenasa 1;GCL, glutation cisteinligasa; Trrx, tiorredoxina reductasa.

35



>

En la década pasada, los mecanismos de regulacion de la via de Nrf2 han sido
dilucidados. Considerando que, la proteina adaptadora de sustratos Keapl no sélo
restringe a Nrf2 a su localizacion en el citoplasma, sino que también media su
ubiquitinacién [Coople, 2012], Keapl funge como un mecanismo de regulacion
negativa de Nrf2. Este mecanismo de regulacion de Nrf2 se conoce como
dependiente de Keapl. Sin embargo, su regulacion también contempla mecanismos
alternativos independientes de Keapl, entre los que se encuentran: regulacién de
Nrf2 por componentes de la via NFkB, regulacién de Nrf2 por componentes

epigenéticos, entre otros.
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l1l. JUSTIFICACION

En afos recientes se ha visto un aumento alarmante en la incidencia de
enfermedades complejas, entre las que se encuentran los padecimientos
neurodegenerativos y, se espera un considerable incremento de éstas en las
décadas siguientes. Uno de los componentes ubicuos de las enfermedades
neurodegenerativas es el estrés oxidante mediado por las ERO y ERN. Por otra
parte se sabe que, estas enfermedades son graduales y de curso prolongado,
caracterizandose por la degeneracion progresiva de las neuronas. Dada la deletérea
accion evocada por las especies reactivas en los eventos neurodegenerativos y la
falta de agentes preventivos y de tratamiento para estas enfermedades, el estudio
de la capacidad antioxidante de compuestos de origen natural y/o sintético para
incrementar y mantener los niveles de respuesta antioxidante se encuentra
justificado puesto que, se esperaria que de haber un incremento en esta repuesta, la
administracion del compuesto seria Util para atenuar el dafio oxidante presente en la
neurodegeneracion, ademas de que, el compuesto podria utilizarse como posible

herramienta preventiva de dafo oxidante.

Notablemente, las moléculas antioxidantes que exhiben marcadas propiedades de
proteccion han sido encontradas en productos naturales como los alimentos. La
SAC es el compuesto organosulfurado mayoritario del extracto de ajo envejecido y
ha mostrado tener un amplio abanico de propiedades antioxidantes. Ademas, la
SAC es un compuesto estable, no toxico, altamente biodisponible y capaz de cruzar
de manera efectiva la barrera hematoencefalica. Se ha demostrado la accion
neuroprotectora de la SAC en diferentes paradigmas neurotdxicos, sin embargo a la
fecha no se han realizado estudios que determinen el efecto de la SAC per se en
cerebro de animales sanos tras un esquema de administracion cronica.
Considerando que las células estan frecuentemente expuestas a insultos oxidantes
intrinsecos o extrinsecos y, aunado a que el cerebro es particularmente susceptible
al dafo por estrés oxidante, el uso cronico de la SAC podria brindar un efecto
protector que inhiba el dafio oxidante implicado en el envejecimiento y la
neurodegeneracion al fungir no solo como un antioxidante directo sino también,
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como un inductor de la activacion del factor de transcripcion Nrf2, regulador maestro
de la homeostasis redox que al activarse induce la transcripcion de genes que
codifican para enzimas antioxidantes y de fase Il. De esta forma, la SAC podria
fortalecer o reforzar la defensa antioxidante enddgena generando un estado de
proteccion que le permita al cerebro resistir los insultos oxidantes a los que es
altamente susceptible previniendo el dafio implicado en el envejecimiento y la

neurodegeneracion.
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IV. HIPOTESIS

Si la SAC es capaz de activar el factor de transcripcion Nrf2 tras un esquema de
administracion cronica, en estriado, hipocampo y corteza frontal cerebral, entonces

es probable que la respuesta antioxidante se vea incrementada.

V. OBJETIVOS

1. Objetivo general
Evaluar la capacidad de la SAC como antioxidante indirecto en el estriado, el

hipocampo y la corteza frontal cerebral de animales sanos tras un esquema de

administracion cronica.

2. Objetivos particulares
2.1 Evaluar la activaciéon del factor de transcripcidon Nrf2 tras la administracion

cronica de la SAC.
2.2 Evaluar el efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la actividad de las
enzimas antioxidantes GPx, GR, CAT y SOD.

2.3 Evaluar el efecto de la SAC sobre la enzima de fase Il GST.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

El clorhidrato de L-cisteina monohidratada, el bromuro de alilo, el H,O,, el glutatién
oxidado (GSSG), la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), el nitroazul
de tetrazolio (NBT), la albumina de suero bovino, la xantina, la xantina oxidasa, el
glutation reducido (GSH) y el 5,5'-ditio-bis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) se
obtuvieron de la casa comercial Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EE.UU.).
La SAC fue sintetizada utilizando un método desarrollado en nuestro laboratorio
[Maldonado et al., 2003b], el cual se explica a continuacion. El kit de ELISA
TransAM para Nrf2 se adquiri6 de Active Motive Inc (Carlsbad, CA, EE.UU.). Los
demas reactivos fueron de grado analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales

conocidas.
1.1 Sintesis de la SAC

En un matraz de bola con 90 mL de etanol absoluto se colocaron 5.25 g (30 mmol)
de clorhidrato de L-cisteina monohidratada, bajo condiciones de agitacién constante.
Después de 5 min, se afiadié 2.76 g (120 mmol) de Na metélico en varias porciones
y la suspension se mantuvo en agitacion vigorosa por 30 min a Tamb a partir del
momento en que el Na se disolvié por completo. A continuacioén, se afadieron 2.7
mL (31 mmol) de bromuro de alilo. La mezcla se agité durante 1 h a Tamb, y
posteriormente se afiadié agua fria (30 mL) para obtener una solucién incolora que
se dejo en agitacion durante 1 h a Tamb. El etanol fue evaporado por destilacién a
presion reducida y posteriormente, fueron afiadidos 2.5 mL de acido acético (pH
final = 5.6). El precipitado blanco generado fue filtrado a vacio y se dejo secar. Al
compuesto obtenido se le determiné el punto de fusion en un aparato Fisher-Johns y

se comparo con el de un producto estandar [Maldonado et al., 2003b].
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2. Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 90-120 g de peso corporal, que se
alimentaron con dieta estandar comercial (Laboratory rodent diet 5001; PMI Feeds
Inc., Richmond, IN, EE.UU) y agua ad libitum. Se alojaron en cajas de acrilico (5
animales por caja dispuestos al azar) bajo condiciones de temperatura 25 + 3 °C y
humedad (50 £ 10%) constantes. Un total de 25 ratas fueron seleccionadas al azary
empleadas para los experimentos, durante los cuales se hizo todos los esfuerzos

por minimizar el sufrimiento de los animales.
3. Esquema de administracion de la SAC

Cinco grupos de ratas macho Wistar fueron administradas por 90 dias con SAC (25,
50, 100 y 200 mg/kg) o con vehiculo (CT, administradas con PBS, pH 7.4) por via
i.g. cada 24 horas.

Al término del periodo de administracion se realizé el sacrificio de los animales
mediante el uso de una guillotina. Inmediatamente se extrajo el cerebro y de cada
hemisferio cerebral se disectd el hipocampo, el estriado y la corteza frontal que se

guardaron a -70°C hasta su uso.

4. Método experimental

4.1 Preparacion de extractos nucleares a partir del tejido

Los tejidos estriatales, corticales e hipocampales del hemisferio izquierdo fueron
colocados en un homogenizador previamente enfriado que contenia 300 (para
estriado e hipocampo) o 400 uL (para corteza frontal) de amortiguador HB frio (20
mM HEPES, 10 mM EDTA, 1 ug/uL de inhibidores de proteasas y fosfatasas, PMSF
1 mM y Nonidet P- 40 al 10%) y se incubaron en hielo durante 15 min. Los
homogenados fueron centrifugados a 850 x g por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes

(fraccion citoplasmatica) fueron colectados y guardados a -80°C. Los pellets fueron
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resuspendidos en 300 (estriado e hipocampo) o 400 pL (corteza frontal) de
amortiguador HB sin Nonidet P-40 10%, transferidos a tubos Eppendorf previamente
enfriados e incubados en hielo durante 15 min. Posteriormente, se agregd Nonidet
P-40 10% a cada muestra y se les incubd por 5 min. Luego del periodo de
incubacion las muestras fueron agitadas por 10 s a méaxima intensidad vy
centrifugadas a 14000 x g por 30 s a 4°C. Los sobrenadantes fueron colectados y
guardados a -80°C como parte de la fraccion citoplasmatica. Los pellets fueron
resuspendidos en 75 puL de Complete Lysis Buffer (20 mM HEPES, 1.5 mM MgCly,
0.2 mM EDTA, glicerol 20%, 420 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol, 1 mM PMSF y 1 ug/ul
de inhibidores de proteasas y fosfatasas), agitados por 10 s a maxima intensidad e
incubados por 30 min en el agitador orbital. Las suspensiones correspondientes
fueron agitadas por 30 s a méaxima intensidad y centrifugadas por 10 min a 14000 x
g. Los sobrenadantes (fraccion nuclear) fueron guardado en tubos Eppendorf y

almacenados a -80°C hasta su uso.

4.1.1 Determinacion de la activacion de Nrf2

Utilizando los extractos nucleares, la unién de Nrf2 a su secuencia consenso ARE
fue determinada utilizando el kit de ELISA TransAM Nrf2 de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

4.2 Preparacion del tejido para la determinacion de las actividades enzimaticas

Los tejidos estriatales, corticales e hipocampales del hemisferio derecho se
homogenizaron en 500 uL de buffer de lisis, pH 7.9 (20 mM Tris HCI, 30 mM NacCl,
0.5 mM sacarosa, triton al 0.1% y 1 ug/uL de inhibidores de proteasas) y se
centrifugaron a 20,800 x g por 30 min a 4°C. Los sobrenadantes se utilizaron para
determinar la actividad de la GPx, la GR, la CAT, la SOD y la GST.
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4.2.1 Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx fue determinada mediante un método espectrofotométrico
basado en la desaparicién del NADPH [Pedraza et al., 2001]. La mezcla de reaccién
consistio en buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM, azida de sodio (inhibidor
de la catalasa) 1 mM, NADPH 0.2 mM, 1 U/mL de glutation reductasa vy glutation
reducido 1 mM. Se adicionaron 100 uL del homogenado a 0.8 mL de mezcla de
reaccion y se incubd por 5 min a Tamp antes del inicio de la reaccién, la cual,
después del tiempo de incubacion, dio inicio al afiadir 0.1 mL de H,O, 0.25 mM. La
absorbancia se registré a 340 nm por 3 min cada 30 s y la actividad se calcul6 a
partir de la pendiente (umoles de NADPH oxidado por min) usando un coeficiente de
extincién molar de 6.22 x 10° M cm™. El valor obtenido del blanco fue restado de
cada ensayo. La actividad de la GPx se expresé como U/mg de proteina.

4.2.2 Actividad de la glutation reductasa (GR)

La actividad de la GR se determind mediante un método previamente reportado
[Carlberg & Mannerviek, 1975]. La mezcla de reaccion consistido en amortiguador de
fosfatos 100 mM pH 7.6, EDTA 1 mM, GSSG 1 mM y NADPH 1 mM. A 0.95 mL de
mezcla de reaccion se agregaron 50 uL del homogenado. La absorbancia fue
registrada por 3 min cada 15 s y la actividad fue calculada de la pendiente (umoles
de NADPH oxidado por min) utilizando un coeficiente de extincion molar de 6.22 x

10°* M™* cm™. La actividad de la GR fue expresada como U/mg de proteina.

4.2.3 Actividad de la catalasa (CAT)

La actividad de la CAT fue determinada de acuerdo a un reporte previo [Pedraza et
al., 2001]. La mezcla de reaccion consisti6 en amortiguador de fosfatos 10 mM pH
7.0 y H,O, 30 mM. A 0.75 mL de la mezcla de reaccidén se afadieron 25 uL del

homogenado e inmediatamente se registraron los cambios en la absorbancia a 240
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nm a Tamb. La actividad de la enzima fue determinada como pmoles de H,0,
consumidos por min por mg de proteina. Los resultados se expresan como k/mg de

proteina.

4.2.4 Actividad de la superoxido dismutasa total (SOD)

La actividad de la SOD total fue determinada por un método espectrofotométrico
utilizando nitroazul de tetrazolio como agente indicador [Carmona-Ramirez et al.,
2013]. La mezcla de reaccion consistio en xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT
30.6 uM, carbonato de sodio 49 mM y albumina sérica bovina al 0.006%. A 0.815
mL de mezcla de reaccién fueron afadidos 165 uL de homogenado (1:20) e
incubados por 10 min a 27 °C antes de la iniciacion de la reaccién por la adicion de
20 ul de xantina oxidasa 168 U/L. A los 10 min, la reaccién fue detenida con 330 pL
de cloruro de cobre 0.8 mM. La cantidad de proteina que inhibi6 en 50% la
reduccion del nitroazul de tetrazolio fue considerada como 1 U de actividad de la

SOD. Los resultados fueron expresados como U/mg de proteina.

4.2.5 Actividad de la glutatién S-transferasa (GST)

La actividad de la GST fue determinada de acuerdo a un reporte previo [Habig et al.,
1974]. La mezcla de reaccion contenia amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.0 y
GSH 10 mM. A 0.87 mL de mezcla de reaccién se agregaron 80 uL de homogenado
antes de la iniciacion de la reaccion, que comenzo al agregar 50 yl de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 10 mM. La aparicion del complejo GSH- dinitrobenzeno fue medido
espectrofotométricamente a 340 nm por 3 min. La actividad enzimética fue calculada
utilizado un coeficiente de 9.6 mM™ cm™. Los resultados fueron expresados como

U/mg de proteina.
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5. Andlisis estadistico

Los datos se expresan como (£) error estandar de la media (SEM). Las diferencias
entre los tratamientos fueron determinados mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por la prueba de Dunnet, utilizando el software Graph Pad Prism
5 (San Diego, CA, EE.UU.). Para todos los casos, un valor de p <0.05 se considero

como estadisticamente significativo.
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VII. RESULTADOS

El peso de los animales administrados en este estudio no fue afectado por la ingesta
cronica de la SAC al emplear las diferentes dosis propuestas en el esquema de
administracion. El peso de los animales por grupo antes del tratamiento con SAC
(dia 0) y de los animales después del tratamiento con SAC (dia 90) se muestra en la
tabla 2.

Tabla 2. Peso corporal de los animales del estudio

DO D90
CT 110+ 16 g 400%11g
SAC 25 104+8g 383+28 ¢
SAC 50 100+9 g 416+30g
SAC 100 107 +10 g 379+22g
SAC 200 1095 g 405 +56 g

DO: dia 0, D90: dia 90
1. Efecto de la SAC sobre lainduccion del factor de transcripcién Nrf2

El tratamiento crénico con la SAC indujo un incremento significativo en la activacion
de Nrf2 en el hipocampo desde una dosis de 25 mg/kg, mostrando un pico maximo a
100 mg/kg, dosis a la cual la SAC indujo un incremento de la activacion de Nrf2 de
1.6 veces. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el estriado ni
en la corteza frontal, aunque la activacion basal en los grupos control de estas

regiones fue mayor que en el hipocampo (Fig. 10).
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FIGURA 10. Efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la activacion de Nrf2 en el estriado, la
corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg, i.g.) fue administrada cada 24 h
durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las mismas condiciones. Los datos se expresan

como media + desviacion estandar. n = 5. *P < 0.05 y **P < 0.01 vs grupo CT de cada region cerebral.

2. Efecto de la SAC en la actividad de enzimas antioxidantes

Como se observa en las figuras mostradas a continuacion (Figs. 11 - 14), la SAC
indujo un aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx, GR y
CAT en la corteza frontal, el hipocampo y el estriado, sin embargo se observan
efectos diferentes en cada regién cerebral. Aunque se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las tres regiones cerebrales en estudio, los
mayores incrementos en la actividad enzimatica se presentan en el estriado y el

hipocampo.

En la figura 11 se observa que la SAC administrada de manera cronica indujo un
incremento significativo en la actividad de la GPx; siendo el estriado la region que
mostré mayores cambios. Sin embargo, se observan diferencias estadisticamente

significativas en las tres regiones cerebrales en estudio desde la dosis de 25 mg/kg.
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El mayor cambio fue observado a 50 mg/kg en el estriado y 100 mg/kg en el
hipocampo.

0.25- P _
E= Estriado

Corteza frontal
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GPx
(U/mg de proteina)

FIGURA 11. Efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx) en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg,
i.g.) fue administrada cada 24 h durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las mismas
condiciones. Los datos se expresan como media + desviacion estandar. n =5. *P < 0.05y *P < 0.01

vs grupo CT de cada region cerebral.

La figura 12 muestra que el tratamiento con la SAC también indujo un incremento
de la actividad de la SOD total desde la dosis de 25 mg/kg. El pico maximo de
actividad se encuentra, al igual que para la GPx, en 50 mg/kg en estriado y 100
mg/Kg en hipocampo y corteza frontal, aunque en ésta Ultima no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. El estriado e hipocampo son las regiones

gue muestran mayores incrementos en la actividad de la SOD total.
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FIGURA 12. Efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la actividad de la superéxido
dismutasa total (SOD) en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200
mg/kg, i.g.) fue administrada cada 24 h durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las

mismas condiciones. Los datos se expresan como media + desviacién estandar. n = 5. *P < 0.05 y

***P < 0.001 vs grupo CT de cada region cerebral.

La GR muestra (Fig. 13) incrementos mediados por la administracion cronica de la
SAC. Este incremento alcanza un pico maximo de actividad enzimatica en la dosis
de 50 mg/Kg en el estriado. La dosis de 25 mg/Kg indujo cambios significativos con
respecto al control en hipocampo y corteza, sin embargo como puede observarse el

cambio es pequefio.
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FIGURA 13. Efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la actividad de la glutation
reductasa (GR) en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg,
i.g.) fue administrada cada 24 h durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las mismas
condiciones. Los datos se expresan como media + desviacion estandar. n = 5. *P < 0.05 vs grupo CT
de cada regién cerebral.

La SAC indujo un aumento estadisticamente significativo con respecto al control en
la actividad de la CAT en las tres regiones en estudio como se observa en la figura
14. Dicho incremento alcanza un pico maximo de actividad en una dosis de 50
mg/kg en estriado, 100 mg/kg en corteza frontal y 25 mg/kg en hipocampo. EI mayor

incremento se observa en estriado e hipocampo.
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FIGURA 14. Efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la actividad de la catalasa (CAT) en
el estriado, la corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg, i.g.) fue administrada
cada 24 h durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las mismas condiciones. Los datos
se expresan como media = desviacion estandar. n = 5. *P < 0.05 vs grupo CT de cada region
cerebral.

Efecto de la SAC en la enzima de fase Il GST

Como muestra la figura 15, la actividad de la enzima detoxificante GST no muestra
diferencias significativas con respecto al control tras la administracion crénica de
SAC, sin embargo se una tendencia de incremento en la actividad de la enzima en
el hipocampo desde la dosis de 25 mg/kg mostrando un pico en esta region a la
dosis de 100 mg/kg, aunque estos cambios no alcanzan a ser estadisticamente
significativos.
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FIGURA 15. Efecto de la administracién crénica de la SAC sobre la actividad de la glutation S-
transferasa (GST) en el estriado, la corteza frontal y el hipocampo. La SAC (25, 50, 100 y 200 mg/kg,
i.g.) fue administrada cada 24 h durante 90 dias. El grupo control (CT) recibié PBS en las mismas
condiciones. Los datos se expresan como media *+ desviacién estdndar. n = 5. *P < 0.05 vs grupo CT

de cada regién cerebral.
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VIIl. DISCUSION

En este trabajo se analizo6 el efecto in vivo de la administracion cronica de la SAC en
diferentes regiones cerebrales de ratas macho Wistar, con el fin de proporcionar
informacion sobre la funcibn de este compuesto como antioxidante indirecto
considerando que, las propiedades neuroprotectoras de la SAC como antioxidante
directo y antiinflamatorio han sido demostradas en diferentes modelos neurotoxicos.
A la fecha, los trabajos que evidencian a la SAC como un antioxidante han utilizado
esquemas de administracion agudos, subagudos y subcrénicos por lo que a la fecha
no hay informacién sobre los efectos antioxidantes de la SAC per se tras su
administracion cronica en el cerebro ni en otros tejidos [Numagami & Ohnishi, 2001,
Atif et al., 2009; Pérez-Severiano et al., 2004; Herrera-Mundo et al., 2009; Elinos-
Calderon et al., 2010; Rojas et al., 2011; Garcia et al., 2014; Javed et al., 2001; Tsai
et al., 2011].

Los resultados de este trabajo muestran un aumento en los niveles de actividad de
las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx y GR en las regiones cerebrales
estudiadas tras la administracién crénica de la SAC, lo cual podria sugerir un efecto
neuroprotector que, alcanzaria a mantenerse durante tiempos prolongados en las
enfermedades cronico-neurodegenerativas, incrementando y reforzando la defensa
antioxidante en el cerebro. De acuerdo con estos resultados, en un reporte previo,
Hsu y colaboradores [2004] evaluaron el efecto de la administracién subcrénica de
la SAC (1 g/L en el agua durante 4 semanas) sobre la actividad de la GPx y la CAT
en ratones Balb/cA y encontraron un aumento en la actividad de ambas enzimas en
higado y rifidn. Ademas, Garcia y colaboradores [2014] recientemente reportaron
gue la SAC (120 mg/kg i.p. durante 5 dias) per se fue capaz de incrementar la
actividad de la Mn-SOD en un 45% por encima del control en sustancia nigra. Por
otra parte, en un modelo animal de la enfermedad de Parkinson, la SAC (30 mg/kg
i.p.) demostro tener un efecto antioxidante al administrarse como agente preventivo,
siendo capaz de proteger en contra del dafio al incrementar la actividad de enzimas
antioxidantes en el cerebro [Manikandaselvi et al., 2012]. En este estudio, los
animales a los que no se les indujo dafio pero que recibieron SAC no mostraron
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diferencias estadisticamente significativas en las actividades enzimaticas por la
administracion de SAC per se. Esta discrepancia con nuestros resultados podria
explicarse debido a que el esquema de administracion crénica propuesta en este
trabajo no fue utilizado en la investigacion citada. Lo anterior podria implicar que
para observar un efecto antioxidante por parte de la SAC en animales sanos es

necesaria una administracion continua del compuesto.

Si bien, algunos reportes han mostrado que la SAC es capaz de restablecer la
actividad de enzimas antioxidantes al utilizarse en forma de tratamiento en modelos
animales de enfermedades neurodegenerativas [Garcia et al., 2014; Tsai et al.,
2011] y en otros han mostrado su efecto antioxidante como agente preventivo, el
uso de nutracéuticos como la SAC que refuercen la defensa antioxidante endégena
en el cerebro, podria fungir como una posible herramienta para prevenir algunas
enfermedades neurodegenerativas y su deterioro, o en caso de utilizarsele como

tratamiento, la recuperacion seria preservada por periodos largos de administracion.

Por otra parte, se ha reportado que las especies reactivas son capaces de disminuir
la actividad de las enzimas antioxidantes [Maldonado et al., 2003a]. El ONOO™ no
séblo altera la actividad de la Mn-SOD [MacMillan-Crow et al., 1999], sino también la
de la GPx [Padmaja et al., 1998], mientras que el O," es capaz de inactivar a la GPx
[Blum & Fridovich, 1985; Rister et al., 1976] y a la CAT [Rister et al., 1976]. En este
sentido, si la SAC al fungir como antioxidante directo no soélo es capaz de atrapar al
ONOO'" [Medina-Campos et al., 2007; Kim et al., 2006] y al O," [Maldonado et al.,
2003b; Kim et al., 2001; Medina-Campos et al., 2007], sino también otras ERO/ERN,
la posibilidad de que el incremento de la actividad de las enzimas observada en los
resultados se deba a la disminucion de inactivacién por especies reactivas, puede
ser en parte razonable. Adicionalmente, se ha encontrado que la administracién de
la SAC puede aumentar la sintesis del GSH [Pinto et al., 1997; Hsu et al., 2004,
Padmanabhan & Mainzen-Prince, 2006; Omar & Al-Wabel, 2010], el cual al fungir
como cofactor de la enzima GPx en las células previene el dafio por estrés oxidante

[Hatono et al., 1996]. Algunos estudios in vitro han demostrado que el aceite de ajo
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puede estimular la actividad de la GPx a través del incremento de GSH en células
de la epidermis tratadas con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato [Perchellet et al.,
1986].

Teniendo en cuenta que se ha reportado que algunos preparados de ajo como el
EAE mejoran la actividad de las enzimas antioxidantes, la SAC al ser el compuesto
mas abundante en este suplemento [Maldonado et al., 2003b; Colin et al., 2012]

podria ser uno de los nutracéuticos que genere o incremente este efecto.

En cuanto al rango de dosis utilizadas, la SAC aument6 con eficacia la actividad de
las enzimas antioxidantes en una dosis de 50 mg/kg en el estriado, y 100 mg/kg en
la corteza frontal y el hipocampo. El efecto de la SAC al inducir la respuesta
antioxidante a dosis intermedias (50 mg/kg y 100 mg/kg) fue evidente en las
actividades de la SOD, la CAT, la GPx y la GR principalmente en el estriado y el
hipocampo. Sin embargo, la dosis méas alta de SAC (200 mg/kg) no fue eficaz para
inducir la actividad de estas enzimas. De hecho, los resultados de las actividades de
las enzimas antioxidantes muestran una respuesta dosis independiente que se
observa principalmente en el estriado, y en algunos casos en el hipocampo. Esta
relacion dosis-respuesta no lineal también fue encontrada en otro trabajo
previamente reportado por nuestro grupo [Pérez-Severiano et al., 2004], en el que la
dosis mas alta probada de SAC (450 mg/kg) no protegié al estriado de la accion
oxidativa del acido quinolinico en un modelo de la enfermedad de Huntington.
D'Emilia y Lipton [1999] propusieron que si el contenido de grupos tioles en el
cerebro alcanza cantidades excesivas, conduce a su propia inactivacion o, si el
oxido nitrico esta disponible genera la formacion de nitrosotioles volviéndose pro-
oxidantes. En este caso la fuente de grupos tiol seria la SAC. El mismo hecho puede
estar ocurriendo en otros trabajos en los que los efectos protectores de la SAC no
se observan en dosis elevadas tales como en modelos de isquemia cerebral en

ratas [Numagami et al., 1996; Pérez-Severiano et al., 2004].

En este trabajo también se demostré que la administracién crénica de la SAC no es

capaz de aumentar la actividad de la enzima detoxificante GST. Aunque, se ha
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demostrado que compuestos organicos de azufre pueden modular la actividad de la
GST [Omar & Al-Wabel, 2010], no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en su actividad, en comparacion con el control como se observa en la
figura 15. De hecho, se ha reportado que inductores de Nrf2 como la
terbutilhidroquinona que incrementan los niveles de GSH, no modifican la actividad
de la GST en corteza ni estriado, sin embargo son capaces de incrementar la
actividad de esta enzima en higado, indicando un efecto robusto de Nrf2 sobre la

induccion de la GST en este organo [Villamena, 2013].

Con respecto a Nrf2, informes anteriores proponen la activacion de este factor de
transcripcion mediado por la SAC in vivo en hepatocitos [Kalayarasan et al., 2008],
en tejido cortical [Colin-Gonzalez et al., 2012] y en la sustancia nigra [Garcia et al.,
2014]. En el presente estudio, la administracion de la SAC mostré un aumento en la
activacion de Nrf2 en el hipocampo pero no se observaron cambios
estadisticamente significativos en el estriado ni la corteza frontal. Estos resultados
son consistentes con un informe reciente de nuestro grupo, en el que no se encontré
cambios estadisticamente significativos en la activacion del Nrf2 estriatal producido
por la SAC (120 mg/kg i.p. durante 5 dias).

Por otra parte, Colin y colaboradores [2012] reportaron la activacion de Nrf2 en la
corteza frontal mediada por la SAC (100 mg kg i.p. durante 5 dias). La diferencia
entre el trabajo citado anteriormente y el nuestro radica tanto en la via como en el
tiempo de administracién. No obstante, el motivo de este hallazgo sigue siendo poco

claro.

En el caso del hipocampo, hasta ahora no se habia evaluado el efecto de la SAC
sobre el factor Nrf2, no obstante fue la region en la que en este estudio se observd
su induccion. Considerando lo anterior, es posible que la SAC en el hipocampo haya
activado al factor Nrf2 y que el efecto se conserve por periodos largos de
administracion. Ademas, dado que se ha reportado que durante la enfermedad de
Alzheimer, el Nrf2 hipocampal se encuentra predominantemente en citoplasma al

comparar con controles en los que el factor Nrf2 se encuentra tanto en ndcleo como
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citoplasma [Ramsey et al., 2007], de acuerdo a los resultados de este trabajo, el uso
de la SAC en esta enfermedad podria tener un efecto positivo por la induccion de

Nrf2 observada en el hipocampo.

Sin embargo, parece evidente que las poblaciones celulares de las regiones
cerebrales en estudio muestran un comportamiento diferencial con respecto a la
activacion del factor Nrf2 de manera basal como por inductores como la SAC, lo cual
puede observarse tanto en los resultados obtenidos en este trabajo como en el
comportamiento de este factor de transcripcion durante las enfermedades

neurodegenerativas.

Debido a que el modelo usado en este trabajo no causa ningun deterioro a los
animales, se podria proponer que en el rango de las dosis empleadas, la SAC no es
suficiente para inducir la via de Nrf2 en el cuerpo estriado y la corteza frontal, hecho
que seria diferente si se hubiera utilizado un modelo con lesién, en el que un efecto
aditivo por el estrés oxidante junto con la induccion de Nrf2 mediada por la SAC

podria haberse visto.

Con respecto a los resultados relacionados con la falta de activacion de Nrf2 en el
estriado y la corteza frontal y a pesar de ello el aumento de la actividad de enzimas
antioxidantes, se podria proponer que la activaciébn de otras vias pudiese estar
involucrada. Por ejemplo, el factor de transcripcion NFkB, en los mamiferos esté
fuertemente involucrado en la induccién de la expresion de la CAT y la GPx en
respuesta al estrés oxidante y posiblemente también a la induccién generada por
compuestos organicos de azufre como la SAC. Las ERO actdan como moléculas de
sefalizacion y algunos factores de transcripcién que regulan la expresién de los
genes antioxidantes responden a las ERO, por ejemplo, el H,O, es una molécula de
sefalizacion estable y difusible que se ha demostrado que activa las cascadas de
sefalizacion de la quinasa JunN-terminal (JNK) y de NF-kB. En Drosophila, la via
JNK activa el factor de transcripcion activador de proteina-1 (AP-1) e induce la
expresion de genes de respuesta al estrés [Jaramillo-Gutiérrez et al., 2010].

Adicionalmente, no hay informacién disponible acerca de la regulacién de los
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antioxidantes y enzimas de fase Il mediada por la SAC en animales Wild-type Nrf2
+/+ en comparacion con los knock-out Nrf2-/ -,

Ademas, la SAC es un compuesto altamente estable, biodisponible [Kodera et al.,
2002] y no toxico [Chang-Kai et al., 2005] que cruza la barrera hematoencefalica de
manera rapida y eficaz [Numagami et al., 1996], caracteristicas que, junto con el
efecto antioxidante indirecto encontrado en este estudio y los efectos
neuroprotectores reportados en la literatura, sugieren que la SAC podria ser un
antioxidante eficaz y seguro para prevenir o tratar enfermedades

neurodegenerativas.

Al menos, los datos de este trabajo demuestran la capacidad de la SAC para
preservar la homeostasis redox a nivel basal, protegiendo las funciones fisiol6gicas
mediante el refuerzo de la capacidad antioxidante enddgena para resistir una
posible agresion toxica que podria manifestarse en el envejecimiento o en los
trastornos neurodegenerativos. Bajo la luz de estos resultados en ratas, la SAC
administrada de manera cronica podria fungir como un agente preventivo al

utilizarsele en un modelo de neurodegeneracion.
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IX. CONCLUSION

La SAC incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes en el estriado, la
corteza frontal y el hipocampo, lo cual sugiere que este compuesto podria mostrar
un efecto antioxidante después de un esquema de administracion cronica en ratas,
capacidad que podria ser util en las enfermedades crénico-neurodegenerativas al
reforzar la respuesta antioxidante. Ademas, la SAC fue capaz de activar el factor
Nrf2 en el hipocampo, pero no en el estriado y la corteza frontal, lo que sugiere una
posible activacion de otras vias mediadas por la SAC en estas regiones cerebrales.
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X.

PERSPECTIVAS

Determinar la expresion de la proteina Nrf2 en los ndcleos de las regiones
cerebrales en estudio.

Determinar la expresion de las enzimas antioxidantes y de fase Il en las
regiones en estudio.

Determinar la concentracion de SAC que llega a cada una de las regiones
cerebrales en estudio.

Utilizar a la SAC en modelos de neurodegeneracién como agente preventivo

y como tratamiento considerando un esquema de administracion crénica.
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