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I. ABREVIATURAS

CAT Catalasa

DLso Dosis letal 50

EAE Extracto de ajo envejecido
ERN Especies reactivas de nitrégeno
ERO Especies reactivas de oxigeno
GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutatién reductasa

HE Hematoxilina y eosina

H20:2 Peréxido de hidrogeno

i.g. Intragastrica

i.p. Intraperitoneal

i.V. Intravenosa

nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal
ON Oxido nitrico

NOX NADPH oxidasa

O - Anion superoxido

OH’ Radical hidroxilo

ONOO- Peroxinitrito

PAF Paraformaldehdo

ROO’ Radical peroxilo

SAC S-alilcisteina

SOD Superéxido dismutasa

SSI Solucidn salina isotdnica
TCA Tricloroacético

X0 Xantina oxidasa
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Il. RESUMEN

La S-alilcisteina (SAC) es un compuesto sulfurado, hidrosoluble y estable que esta
presente en pequefias proporciones en el ajo (30 pg/g de peso fresco), y es el
componente principal del extracto de ajo envejecido (0.62 mg/g de extracto). Se
forma del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina mediante la enzima vy-
glutamiltransferasa. Su obtencién también se lleva a cabo mediante sintesis
organica, a partir de clorhidrato de L-alilcisteina y bromuro de alilo, evitando el
tiempo de extraccion y obteniendo cantidades mayores a las obtenidas de sus

fuentes naturales, donde su distribucion es baja.

Al administrarse de manera oral se absorbe en el tracto intestinal y se distribuye
principalmente en el plasma, el higado y el rifidn. La dosis letal de la SAC por via
oral en ratas macho es de 10.9 g/Kg y en ratas hembra es de 9.5 g/Kg. Al
administrarse por via oral en ratas, la SAC es excretada en orina y bilis. En orina es
excretada como su forma no transformada (1.6%) y casi en su totalidad como
metabolitos N-acetilados como NAc-SAC (N-acetil-S-alil-L-cisteina) en un 83% vy
NAc-SACS (N-acetil-S-alil-L-cisteina sulfoxido) en un 11% y como SACS (S-allil-L-
cisteina sulféxido en un 0.01%, mientras que en bilis apenas se excreta como su
forma no transformada (0.45%), NAc-SAC en un 0.77% y NAc-SACS en un 0.05%.

Se considera un compuesto bioldgicamente activo pues se ha demostrado que tiene
propiedades antioxidantes en diferentes modelos de enfermedad en los que el
estrés oxidativo juega un papel importante en el mecanismo de induccion de dafio

ya que ejerce un efecto protector cuando se administra como pretratamiento.

Su baja toxicidad, alta distribucion en tejidos y su gran capacidad como antioxidante
lo hacen un buen candidato para su uso terapéutico; sin embargo, solo se cuenta
con un estudio de toxicidad subaguda (1 mes), a diferentes dosis de SAC (250 a
2000 mg/Kg de peso, administradas por via oral). En dicho trabajo, los efectos
téxicos que se observaron con dosis = 500 mg/kg fueron: 1) disminucién del peso
corporal en hembras y machos; 2) incremento del pH urinario en machos; 3)

disminucion del nivel de proteinas en orina (en hembras) y urobilinédgeno (en




=

machos); 4) incremento del nivel de glucosa en suero en hembras, sugiriendo que
la SAC podria inducir atrofia del pancreas (la atrofia del tejido pancreatico sélo se
ha observado en hembras administradas con altas dosis de SAC); 5) alteracion de
la funcién renal (disminucion de los niveles de nitrégeno de urea y creatinina en
suero) y hepatica (incremento del nivel de colesterol total, proteinas, lipidos vy
fosfatasa alcalina) en hembras; 6) disminucién del hematocrito, la hemoglobina, el
volumen corpuscular medio, la hemoglobina corpuscular media y la concentracion

media de hemoglobina corpuscular en hembras y machos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar cambios en marcadores bioquimicos de dafio
y daio morfolégico en diferentes tejidos (higado, rifidn, pancreas, pulmén, cerebro,
corazén y bazo), después de la administracién subcronica (3 meses) de la SAC (25,

50, 100 y 200 mg/Kg) por via oral en ratas macho de la cepa Wistar.

No se observaron cambios en la serie roja (glébulos rojos, hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media,
concentracion media de hemoglobina corpuscular), plaquetas y la serie blanca
(leucocitos, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basdfilos). Los
marcadores de dano renal (nitrogeno de urea en la sangre y creatinina) no
presentaron cambios con respecto al grupo control, el grupo administrado con 200
mg/Kg de SAC mostraron una disminucion en el nivel de proteinas excretadas en
orina durante 24 h. Los marcadores de dafio hepatico, los niveles de triglicéridos, el
colesterol en plasma y la fosfatasa alcalina no presentaron cambios. La evaluacién
de dafo pancreatico se llevo a cabo por la medicidn de glucosa en plasma en donde
no se encontraron cambios con respecto al grupo control. Finalmente no se observé
dafo histolégico en rifidn, pancreas, bazo, corazén y cerebro, se observaron
lesiones en pulmdn e higado no directamente asociadas a la administracion de la
SAC.

En conclusion, estos resultados revelan que la administracion crénica de la SAC no
causO un efecto toxico, ya que no se observaron cambios en los parametros
bioquimicos y morfolégicos evaluados. Ademas, apoyan el potencial uso y

administracion de la SAC en enfermedades crénicas.
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lll. ANTECEDENTES
1. Oxigeno y especies reactivas de oxigeno y de nitréogeno
El dioxigeno y sus especies reactivas

El 21% de la atmdsfera es dioxigeno (Oz2), practicamente todo el O2 atmosférico es
producto de la oxidacion del agua, que lleva a cabo el fotosistema Il de las plantas,
las algas y las cianobacterias utilizando la energia luminosa del sol. Por otro lado,
la mayoria de los organismos utilizan el Oz para respirar, reduciéndolo a agua
(Hansberg, 2008).

El Oz es un diradical debido a que tiene un electrén en cada uno de sus orbitales de
antiunién. Los electrones desapareados tienen el mismo giro (spin), estos
electrones solo pueden interaccionar con los electrones de otros elementos y
compuestos que estén libres y que tengan el giro opuesto. En la mayoria de los
compuestos los electrones se encuentran apareados, hay pocos electrones libres y

solo algunos de estos tienen un giro opuesto a los del oxigeno (Hansberg, 2008).

Estando en reposo los humanos consumimos 30 g de O2 cada hora, mas de 260 Kg
al ano. Haciendo ejercicio utilizamos hasta 10 veces mas. Entre el 85 y el 90% de
ese Oz se emplea en las mitocondrias para formar ATP. Como el ATP se usa
segundos después de haber sido sintetizado se necesita un fuente continua de O2

y una fuente de electrones para producir el ATP (Hansberg, 2008).

Se consideran especies reactivas de oxigeno (ERO) al oxigeno atomico (O) y al
ozono (O3), que se genera de la unién de O con Oz; oxigeno singulete ('02) que se
produce por la excitacion de uno de los electrones desapareados del Og; al
superoxido (O2*), al peroxido de hidrégeno (H202) y al radical hidroxilo (*OH) que
son especies parcialmente reducidas. También se pueden formar compuestos
reactivos con el nitrdgeno, como el mondxido de nitrégeno u 6xido nitrico (NO*), el
dioxido de nitrogeno (NO2°*) y el peroxinitrito (ONOO") y se conocen como especies

reactivas de nitrogeno (ERN) (Hansberg, 2008).
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Algunas de las ERO son radicales, esto es que tienen electrones desapareados y

por lo tanto son muy reactivos mientras que otras que no son radicales son muy

oxidantes (Hansberg, 2008).

En la Tabla 1 se enumeran las principales ERO y ERN, su fuente, concentracion

intracelular, reactividad y vias de eliminacion (Hansberg, 2008).

Tabla 1. Fuente concentraciéon intracelular, reactividad y eliminacion de las
Principales ERO y ERN.

Especie | Fuente Concentracion Reactividad | Eliminacién
intracelular
0. Externa, catalasa 10 a 20 uM Hemo, Fe(ll), | Respiracion,
flavinas, oxidasas.
pterinas
alcoxilos,
NO*
0; Externa =0 Acidos Ascorbato
nucleicos,
proteinas,
lipidos,
sacaridos vy
demas
compuestos
celulares
0, Fotosensibilizacion, pM Acidos Carotenos,
descomposicién  del nucleicos, tocoferoles,
H20, (HOBr), | vida 1/,<1 puseg | proteinas, glutation,
dismutacion lipidos, ascorbato
espontanea del O*, sacaridos 'y
peroxilipidos, NO» + demas
ONOOr compuestos
celulares
(073 Externa e interna: | pM - uM 0O,*, NO*, | SOD,
cadena respiratoria, Fe(lll), [4Fe- | dismutacion
NADPH oxidasas, y 48] quinonas, | espontanea
xantina oxidasas, difenoles
lipoxigenasa,
citocromo Paso,
hemoglobina,
peroxidasas




=

H.0- Externa e interna: | nM a uM Ascorbato, Catalasas,
dismutacion del O,*, hemo, Fe-S peroxidasas,
oxidasas peroxirredoxi-

nas

*‘OH Reaccion Fenton =0 Cualquier Glutation,

compuesto ascorbato,
vecino solutos
compatibles

NO* NOS nM 0O2*, hemo, | Hemoglobina,

Fe(lll), Fe-S, | flavohemoglo-
tioles bina

ONOO- NO*+ O,* pM CO,, NO?®*, | Espontanea

Fe-S, tioles,
lipidos

NO:* ONOO" + CO2 pM Tir, Trp, Cis, | Glutation,

hemo, lipidos | ascorbato

2. Fuentes biolégicas

Las ERO se producen en varios procesos fisiologicos (Witerbourn, 2008), bajo
condiciones normales cerca del 2% del O2 consumido por el cuerpo se convierte en

O2*" (Kunwar y Priyadarsini, 2011).

La mitocondria es uno de los sitios propuestos como principales generadores de
ERO, ya que la funcién del Oz es recibir electrones provenientes de la cadena
respiratoria; sin embargo el hecho de que la cadena respiratoria este
constantemente transfiriendo electrones de uno en uno, sugiere que de existir una
fuga en el sistema, los electrones desapareados podrian generar radicales libres.
La contribucion de cada sitio a la produccion general de O2°- varia dependiendo del
organo y el tejido, asi como si las mitocondrias estan respirando de manera muy
activa o de si estdn en un estado altamente reducido. EI complejo IIl es el
responsable de la mayor produccién de O2* en las mitocondrias del corazén y
pulmon, mientras que el complejo | es en apariencia la fuente principal en el cerebro

y en una gran cantidad de patologias (Konisberg, 2008a).
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Las monooxigenasas insertan un atomo de oxigeno en el sustrato a oxidar, mientras
el segundo atomo de oxigeno es reducido con electrones que vienen de algun
donador especifico y generalmente como producto dan una molécula de agua. Una
de las monooxigenasas que juega un papel critico en varios mecanismos criticos
del metabolismo son aquellas que contienen un grupo hemo como grupo prostético
llamada Pa4s0. Los P4s0 se encuentran dentro del sistema de monooxigenasas
microsomales (MOM), unidos a las membranas, se localiza principalmente en el
reticulo endoplasmatico de la mayor parte de los tejidos animales, principalmente
en el higado. Los Pass0 catalizan compuestos xenobidticos y degrada varios
compuestos enddgenos. El sistema MOM es un complejo enzimatico en donde el
citocromo P4s0 es el aceptor final de electrones. Este sistema es muy ineficiente en
los eucariotas, aun en ausencia de los sustratos necesarios, la cadena sigue
oxidando NADPH, de manera que una porcion significativa del Oz activado se libera
de la enzima sin que lleve a cabo ninguna modificacién del sustrato, lo cual conlleva

a una alta tasa de generacion de ERO (Konisberg, 2008b).

La familia de enzimas NADPH oxidasas (NOX), se encuentran en varios tejidos, las
mas estudiada son las que se encuentran dentro de las células fagociticas. Cuando
estas células llegan al sitio de infeccidn, el patdégeno es envuelto en una membrana
llamada fagosoma, la NOX recibe un electron de la NADPH y lo dona al O:2
generando O2*, que aunque puede convertirse en otras ERO la mayor parte
dismuta a H202, por accién de la enzima mieloperoxidasa. Un mecanismo propuesto
para la desactivacion de esta enzima es la desfosforilacion de una o mas serinas de
la NOX, se han propuesto otros mecanismos dependiendo del estimulo y el agonista
que activé la enzima. Recientemente, se han descrito varios homologos de la
subunidad catalitica de la NOX, gp91phox, que se han agrupado como una familia
bajo el nombre de NOX para las NADPH oxidasas y DUOX para las oxidasas duales
(Konisberg, 2008c).

Las enzimas NOX tienen un papel modulador en el estado redox, asi como en
mecanismos de sefalizacion celular y activacion de vias metabdlicas; por ejemplo,

las NOX/DUOX estan involucradas en la sintesis de hormonas tiroideas, la NOX 3
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en la formacién del oido interno y la NOX 1 en la regulacion del flujo sanguineo. Se
ha sugerido que las ERO y las ERN derivadas del metabolismo de la xantina
oxidorreductasa (XOR) participa en la inmunidad innata, de manera especifica en la
respuesta inflamatoria y la defensa antimicrobiana en el aparato digestivo. También
se ha propuesto que pudieran estar involucradas en la sefializacion y metabolismo

de los xenobidticos (Konisberg, 2008c).

La enzima XOR es un miembro evolutivamente muy conservado de la familia de las
enzimas que poseen molibdeno como grupo prostético. En mamiferos los mayores
niveles se encuentran en el higado y en el intestino delgado. Esta enzima puede
encontrarse en una de dos formas interconvertibles, que son la xantina
deshidrogenasa (XDH) y la xantina oxidasa (XO). Ambas formas participan en el
catabolismo de los compuestos nitrogenados, particularmente la degradacion de las
purinas (adenina y guanina). El mecanismo de accién se divide en dos
semireacciones: reductora y oxidante. Durante la oxidacion de la XOR totalmente
reducida, se transfieren un par de electrones al O2, generando H202. Después, la
XOR transfiere los electrones remanentes en pasos separados, de manera tal que
cada electron reduce de forma independiente a una molécula de Oz, generando O2*-
La reoxidacién de la XOR totalmente reducida produce dos H202 y dos O2*-. El O2*"

puede combinarse con NO para formar ONOO- (Konisberg, 2008d).
3. Funciones fisiolégicas de las ERO

Las ERO se estudian principalmente como subproductos dafinos del metabolismo
(Konisberg, 2008c); sin embargo moderadas cantidades de ERO y ERN son vitales
para la salud humana (Pham-Huy et al., 2008). Esto se comprobd al demostrarse
que existen enzimas cuya funcion es la de producir radicales libres y otras ERO
(Konisberg, 2008c).

En la ultima década se ha demostrado que las ERO y ERN participan en una gran
cantidad de procesos fisioldgicos, desde el crecimiento y la proliferacion hasta la
diferenciacién y la muerte celular, pasando por transduccion de sefiales (Hansberg,
2008).




S

Pueden ejercer sus efectos mediante la oxidacion reversible de sitios activos en
factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-kB) o la proteina
activadora-1 (AP-1), permitiendo la expresidén génica y el crecimiento celular. Por
otro lado, pueden inducir indirectamente factores de transcripcién a través de la
activaciéon de vias de transduccidon de sefiales. Como la activacion de la proteina

cinasa activada por mitégenos (MAPKs) (Kunwar y Priyadarsini, 2011).

Las ERO fueron propuestas como moléculas de sefializacién en 1990 cuando se
demostro que el H202 se requiere en la sefializacion de citocinas, insulina, factores
de crecimiento, AP-1 y NF-kB, entre otros. El papel del H202 en la inactivacion de
fosfatasas por la oxidacién de citocinas puede ser un mecanismo por el que las ERO
afectan las vias de sefalizacién. El papel de las ERO en la apoptosis mediada por
el citocromo c esta bien establecido. Las ERO pueden causar cambios reversibles
postraduccionales en las proteinas para regular las rutas de sefializacién (Rahal et
al., 2014). También podrian funcionar como segundos mensajeros, en varias etapas
del desarrollo. Ya que se elevan durante la fertilizacion y se ha sugerido que el

desarrollo prenatal y embrionario se regula por ERO (Kunwar y Priyadarsini, 2011).

Las ERO se usan en el sistema inmune; por ejemplo, desencadenan la proliferacion
de las células T a través de la activacion del factor NF-kB. Macréfagos y neutréfilos
generan ERO para eliminar las bacterias que fagocitan. Ademas el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), media la citotoxicidad en células tumorales o infectadas
por virus a través de la generacion de ERO vy la induccion de apoptosis (Kunwar y
Priyadarsini, 2011).

Ademas participan en varios sistemas de sefializacién celular en diferentes tipos de
células no fagociticas que incluyen los fibroblastos, células endoteliales, células del
musculo liso vascular, miocitos cardiacos y del tejido tiroideo, entre otras (Pham-
Huy et al., 2008).

Participan en la biosintesis de moléculas como la tiroxina, que acelera el desarrollo,

se sabe que la concentracidn de H20:2 es critica para la sintesis de la tiroxina ya que
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se necesita para la uniéon de los atomos de yodo a la tiroglobulina (Kunwar y
Priyadarsini, 2011).

EI NO es un mensajero intracelular en la modulacién del flujo sanguineo, trombosis
y actividad neuronal. También es importante en la defensa no especifica del
huésped y para eliminar patogenos intracelulares y tumores (Pham-Huy et al.,
2008).

4. Estrés oxidante

Al desbalance entre la formacion de especies oxidantes y el nivel de antioxidantes,
en favor de las primeras y que potencialmente causa algun tipo de dafo celular, se
le denomina estrés oxidativo (Sies, 1997). El estrés oxidativo puede dafar a
diferentes macromoléculas, entre ellas proteinas, lipidos y al DNA. Debido a que
los lipidos y el DNA poseen un numero limitado de sitios reactivos frente a las ERO,
la cuantificacion de sus productos es mas accesible y han sido un tema de mayor
atencion que el estudio de las proteinas que es mas complejo debido a que poseen
mecanismos de reaccién complicados y numerosos productos de reaccion (Zentella
de Pifa y Pifia, 2008).

5. Antioxidantes

Los antioxidantes se definieron anteriormente como sustancias que cuando se
encuentran presentes en bajas concentraciones comparados con los compuestos
oxidables (por ejemplo ADN, proteinas, lipidos o carbohidratos) disminuyen o
previenen el dafo oxidativo causado por la presencia de ERO. Esta definicidon se ha
ampliado, debido a que hay sustancias que son consideradas actualmente como
antioxidantes aunque no se encuentran en bajas concentraciones con respecto al
sustrato oxidable, por lo que la definicion actual es cualquier sustancia que retrasa,
previene o remueve el dafo oxidante de una molécula diana (Halliwell y Gutteridge,
2007; Veskouski et al., 2012).
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Los antioxidantes pueden actuar como prooxidantes, esto dependera de su
concentracion y de la presencia de iones metalicos (Azam et al., 2004; Decker,
1997; Lippmann, 2010; Raza y John, 2005; Watjen et al., 2005).

Las células estan equipadas con sistemas antioxidantes enzimaticos como la
superoéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y la
glutation reductasa (GR) y no enzimaticos que eliminan el exceso de ERO con el fin
de mantener la homeostasis redox (Figura 1, principales sistemas antioxidantes
enzimaticos). Los antioxidantes no enzimaticos incluyen antioxidantes exdgenos,
tomados de la dieta, como el acido ascérbico (vitamina C), el a tocoferol (Vitamina
E), los carotenoides, los flavonoides, entre otros; mientras que los antioxidantes
enddgenos son aquellos que son sintetizados en el organismo como la bilirrubina o

el glutatién reducido.

0, LESION:
Darfio a DNA

Mitocondria (cadena . —
Lipoperoxidacién

iratoria), NO’ ONOO
respirakans) Oxidacién de proteinas
Sistema P50 reductasa,

Xantina oxidasa,
NADPH oxidasa, N SOD Quinonas i
02 H,0, OH

Semiquinonas, etc. Fe?* Cu'™*

TRX(SH), NADP*
NADP* 2 GSH \ / Y
Trx
rx

[ePx| [caT] | Px | Reductasa

H* + NADPH GSSG/ \, TRX-S, /\ NADPH + H*

H.O H,O + O, H,O

Figura 1. Principales sistemas antioxidantes enzimaticos. Superdxido dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT), Glutation peroxidasa (GPx), Glutation Reductasa (GR), Peroxirredoxina
(Prx) y Tiorredoxina Reductasa (Trx reductasa).
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5.1 El ajo como fuente de antioxidantes

El ajo es una especia que ha sido usada ampliamente a lo largo de la historia en
todo el mundo con propésitos culinarios y médicos (Block, 1985; Hahn, 1996). Se
emplea en forma de aceites, liquidos, tabletas, capsulas o consumiendo la planta
fresca. Cada una de estas presentaciones tiene una composicion quimica diferente

de compuestos organosulfurados (Lawson y Gardner, 2005).

El extracto de ajo envejecido (EAE) es un producto que se obtiene al poner a
envejecer, por mas de 20 meses, ajo fresco en etanol (15 al 20%) dentro de tanques
de acero a temperatura ambiente. Tiene una alta biodisponibilidad, ademas sus
efectos bioldgicos han sido demostrados tanto en animales como en humanos
(Amagase et al., 2001; Lawson, 1998).

5.1.1 S-alilcisteina (SAC)

La SAC es un aminoacido organosulfurado y es uno de los principales componentes
que se encuentra en mayor cantidad en el EAE. Los efectos biolégicos del EAE han
sido atribuidos a la SAC, por ello se utiliza para estandarizar este tipo de

presentacion (Aged Garlic Extract, 2006).

La SAC es un polvo blanco cristalino, de olor caracteristico, no higroscépico, cuyo
punto de fusidn es 223.3-223.7°C. Puede formarse por una reaccién enzimatica
(Figura 2A), como sucede durante el proceso de envejecimiento, donde la y-
glutamil-alilcisteina, presente en el ajo crudo, es convertida a SAC por la y-glutamil
transferasa (Kodera et al., 2002). También puede ser sintetizada quimicamente
(Figura 2B) a partir de la L-cisteina y el bromuro de alilo (Maldonado et al., 2003;
Nagae et al., 1994).
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Figura 2. Sintesis enzimatica y quimica de la SAC. (A) La sintesis enzimatica ocurre a
través del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina por la y-glutamil transferasa. (B) La
sintesis quimica ocurre dela reaccion entre la L- cisteina y el bromuro de alilo.

5.1.1.1 Importancia biolégica

Un agente que modula multiples y diversos mecanismos y sitios de accion puede
ser un candidato efectivo como un potente farmaco (Ray et al., 2011) para
enfermedades que afectan a varios sistemas. La SAC ha demostrado ser un potente
antioxidante, ademas de tener efecto en diferentes sistemas como hepatoprotector,
cardioprotector, neuroprotector y renoprotector por lo que puede ser tratamiento de
enfermedades que afectan multiples sistemas, como la preclamsia (revisado en Yu

et al., 2012), entre otros.

Como agente antioxidante la SAC es capaz de atrapar Oz2", H202, -OH, ONOO-,
acido hipocloroso y el oxigeno singulete, previene la lipoperoxidacion y la oxidacion
o nitracién de proteinas (revisado en Maldonado et al., 2011). Ademas de ser un
potente antioxidante se ha probado su actividad en modelos donde el estrés
oxidante juega un papel importante (revisado en Segoviano-Murillo et al., 2008).
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Hasta ahora se ha informado que la SAC ejerce su efecto antioxidante a través
diferentes mecanismos como: 1) atrapar ERO y ERN (antioxidante directo); 2)
incrementar los niveles de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (antioxidante
indirecto), a través de la activacion del factor Nrf2; 3) inhibir algunas enzimas
prooxidantes (xantina oxidasa, ciclooxigenasa, y NADPH oxidasa; y 4) quelar
metales como el Fe?* y Cu?*, evitando asi la reaccion de Fenton (Colin-Gonzalez et
al., 2012).

En la Figura 3 se presentan los mecanismos antioxidantes asociados a la SAC.

T ——

.
N "’_0... .
COROCCSAAA 0
2 b

.
4421 ’ . & -
/ tay » . !
LI AL NS i
B ts,) Y AL /
LT n /

%\

Figura 3. Mecanismos antioxidantes asociados a la S-alilcisteina (SAC). COX-2:
ciclooxigenasa 2, NOX: NADPH oxidasa, nNOS: ¢éxido nitrico sintasa neuronal, SOD:
superoéxido dismutasa, XO: xantina oxidasa (tomada de Colin-Gonzalez et al., 2012).

El factor de transcripcion Nrf2 (factor nuclear-E2-factor relacionado 2) es el guardian

de la homeostasis redox y regula la expresiéon basal e inducible de genes
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antioxidantes y citoprotectores, dando el nivel de proteccion requerido para el
funcionamiento normal y contra el estrés oxidativo relacionado con algunas
patologias. También regula los genes que codifican enzimas antioxidantes,
proteinas antioxidantes, produccién de proteinas-NADPH, factores de crecimiento,
proteinas relacionadas con inflamacién y respuesta inmune, proteinas de
sefalizacion. En modelos de estrés oxidativo, Nrf2 podria estimular un efecto
protector (revisado en Colin-Gonzalez et al. 2012) mientras que la disminucién del
mismo es prevenida por la SAC, ya que ésta es capaz de activarlo en diferentes

organos tales como el cerebro, el higado y el rindn (Gomez- Sierra et al. 2014).

Se sabe que en cultivos celulares de higado con esteatosis, la SAC disminuye la
acumulacién de ERO y previene la muerte celular, el cual es un efecto relacionado
con la inhibicidn de la lipogénesis; ademas, se observo que al contrarrestar los
cambios en la expresion de genes inducida por acidos grasos también se restaurd
la regulacion de proteinas (Hwang et al., 2013). Adicionalmente se reporté que la
SAC induce al gen ABCA1 y su proteina, ABCA1 es reconocido como un regulador
del flujo del colesterol mediado por apolipoproteinas y la formacion de células
espumosas, el aumento en la expresion de ABCA1 puede mejorar la excreciéon del
colesterol via HDL (lipoproteinas de alta densidad) y retrasar el desarrollo de la
ateroesclerosis (Malekpour-Dehkordi et al., 2013). La oxidacion de las lipoproteinas
juega un papel importante en la progresion de la arterosclerosis, la SAC protege a
las células endoteliales contra la citotoxicidad asociada a las lipoproteinas oxidadas
(Ide y Lau 1999). El tetracloruro de carbono provoca fibrosis y cirrosis en el higado,
efecto inhibido por la SAC, que inhibe NF-kB inducida por el factor de necrosis

tumoral alfa y los linfocitos T (Kodai et al., 2015).

En un modelo de sepsis la SAC previno el dafio en pulmon e higado, efecto atribuido
a sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes y moduladores (Bayrakatar et al.,
2015). La SAC puede bloquear la activacién de NF-kB (revisado en Cruz C et al.,
2007), NF-kB ha sido ligado a un sinnumero de enfermedades metabdlicas,

inflamatorias y de diversos tipos de cancer (Escarcega, 2010).
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En el pulmdn, la SAC atenua la fibrosis pulmonar y la inflamacién aguda inducida
por la administracion de tetracloruro de carbono, efecto atribuido a su capacidad
para atrapar radicales libres e inducir el aumento de glutation (Mizuguchi et al.,
2006).

La SAC podria ser una alternativa terapéutica en las enfermedades
cardiovasculares, debido a su efecto cardioprotector (Padmanabhan y Prince, 2006)
e hipolipidémico en modelos de infarto al miocardio, ya que incrementa los niveles
de HDL, una lipoproteina cardioprotectora. Este hecho le proporciona una ventaja
sobre el uso de otros compuestos hipolipidémicos debido a que la mayoria
disminuyen los niveles de HDL (Basheeruddin-Asdaq, 2015). Ademas, disminuye
los efectos toxicos de la doxorrubicina (anticancerigeno) en el corazén y en el
higado (Mostafa et al., 1999).

La SAC también puede ayudar en el tratamiento de enfermedades que involucran
la hipertension, se ha probado que inhibe la produccion de NO, la expresion de
iINOS (kim et al., 2001), efecto que se ha probado en ratas hipertensas, donde se
observé que disminuye la mortalidad, disminuyendo la incidencia de ataques

cerebrovasculares (revisado en Cruz C et al., 2007).

Varios estudios han demostrado que la SAC disminuye el estrés oxidativo en la
isquemia experimental (Ashafaq et al., 2012; Atif et al., 2009; Numagami et al., 1996;
revisado en Shi et al., 2015) efecto que se ha atribuido el este efecto a la activacion
de Nrf2 (Shi et al., 2015).

El potencial de la SAC en el sistema nervioso central abarca varias patologias
ademas de la isquemia, se ha reportado que disminuye los déficits de aprendizaje
en ratones con senescencia acelerada (Nishiyama et al., 2001) protege contra la
enfermedad de Parkinson (Garcia et al., 2008, 2010, 2014; Rojas et al., 2011) la
enfermedad de Alzheimer (Ito et al., 2003; Kosuge et al., 2003; Nishiyama et al.,
2001; Peng et al., 2002; Pérez-Severiano et al., 2004a, 2004b; Ray et al., 2011; Tsai
et al., 2011) y la enfermedad de Huntington (Herrera-Mundo et al., 2009; Pérez-de

la Cruz et al., 2006); asi mismo, ha demostrado tener actividad neuroprotectora:
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Protege a las neuronas contra el dafio mediado por ERO y ayuda a mantener la
estructura de las neuronas (Ray et al., 2011), en modelos de toxicidad disminuye la
lipoperoxidacién, la disfunciéon mitocondrial y los déficits neuroquimicos y de
comportamiento (Garcia et al., 2008). Actua como neuromodulador, tiene actividad

neurotroéfica y antiapoptoética (Garcia et al., 2008).

Con un efecto renoprotector, la SAC previene el estrés oxidativo y el dafo renal
agudo causado por la gentamicina (Maldonado et al., 2003), la nefrotoxicidad
causada por cisplatino (Gomez-Sierra et al., 2014), reduce el dafio renal y la
hipertension en ratas 5/6, donde se observé que la SAC puede ser usada para
disminuir la hipertension y retrasar el dafio renal (Cruz et al., 2007), también se ha
reportado que es capaz de inhibir el dafio causado por la isquemia-reperfusion en

el rifdn (Segobiano-Murillo et al., 2008)

En el caso de la diabetes, usando un modelo de diabetes inducida, se ha
demostrado que la administracion oral diaria de SAC tiene propiedades
antidiabéticas disminuyendo los niveles de glucosa, aumento en los niveles de
insulina (Saravanan et al., 2009a), mejora las defensas antioxidantes (Saravanan y
Ponmuruan, 2013; Saravanan y Ponmurugan, 2010), disminucion de glucoproteinas
en plasma, higado y rindn (Saravanan et al., 2010), ayuda a regular el metabolismo
de la glucosa (Saravanan et al., 2009b), modula el metabolismo del hierro
(Saravanan et al.,, 2013), posee un efecto antihiperlipidémico (Saravanan y
Ponmurugan, 2012b), regulacién de la secrecién de hormonas tiroideas (Saravanan
y Ponmurugan, 2012a) y en higado regula la lipogénesis y el metabolismo de la

glucosa (Takemura et al., 2013).

La quimioprevencion se define como el uso de productos naturales que inhiben el
desarrollo del cancer invasivo, estos agentes pueden ejercer sus efectos
anticancerigenos a través de los siguientes mecanismos: inhibiendo la formacion de
metabolitos carcinégenos, induciendo enzimas que detoxifican carcinégenos,
eliminando ERO, influenciando apoptosis e inhibiendo la proliferacion celular

(Sunderasan y Subramanian, 2008).
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Se ha estudiado los efectos anticancerigenos y/o quimiopreventivos de la SAC en
modelos de cancer de colén (Hanoto et al., 1996) cancer de prostata (Liu et al.,
2012), cancer de pecho, cancer de ovario (Xu et al., 2014), cancer del a cavidad
oral (Balasenthil y Nagini, 2000), cancer de pulmén de células no pequefias,
hepatocarcinoma, cancer nasofaringeo y neuroblastoma; a través de la estimulacion
de las vias apoptéticas, migracidn e invasion inducida por el factor de crecimiento
de hepatocitos, inhibiciéon de la proliferacion celular y el aumento en las enzimas

antioxidantes (Revisado en Cho et al., 2015)

Adicionalmente, también se ha reportado que la SAC mejora la calidad del esperma
y proporciona la proteccién contra el estrés oxidativo y la disfuncién del mismo

asociado con la edad (Takemura et al., 2014).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los medicamentos mas usados en
el mundo para el tratamiento del dolor, inflamacién y fiebre, sin embargo, se asocian
a los dafios en la mucosa gastrica incluyendo a las ulceras formadas directa o
indirectamente, por lo que se buscan tratamientos menos agresivos 0 que
disminuyan los efectos adversos de los AINES. La SAC actua como un
gastroprotector pues previene la ulceracion gastrica inducida por AINES
bloqueando la inflamacién, mostré6 un efecto superior a la rebamipida, un

gastroprotector que se prescribe como tratamiento (Park et al., 2014).
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5.1.1.2 Farmacocinética

La farmacocinética de la SAC no ha sido bien estudiada en humanos; sin embargo,
en un estudio preliminar se ha informado que se absorbe oralmente (Amano et al.,
2014). La SAC administrada por via oral es bien absorbida en ratones, ratas y
perros; la biodisponibilidad es alta (87-103%). Al administrar una dosis de 5 mg/Kg
en ratas se ha reportado una biodisponibilidad del 98%; ademas, a ésta dosis tan
pequena se ha reportado que existe la probabilidad de que la SAC no sufra un
metabolismo de primer paso en el higado pues es uno de los aminoacidos solubles
en agua cuya absorcion esta mediada por transportadores de aminoacidos situados
en el lumen intestinal de las especies de mamiferos incluyendo las ratas. Hasta la
fecha, el metabolismo de la SAC en animales y seres humanos no ha sido bien
estudiado pero se ha mencionado que el metabolismo es limitado y sufre una
extensa reabsorcion renal, todo lo cual contribuye a la concentracion elevada y
relativamente de larga duracion en el plasma. También se sugiere que el higado y
los rifones juegan un papel critico en la eliminacion de la SAC en ratas la cual se
ha reportado que es excretada en la orina y en la bilis. En orina es excretada como
su forma no transformada (1.6%) y casi en su totalidad como metabolitos N-
acetilados como NAc-SAC (N-acetil-S-alil-L-cisteina) en un 83% y NAc-SACS (N-
acetil-S-alil-L-cisteina sulfoxido) en un 11% y como SACS (S-allil-L-cisteina
sulféxido en un 0.01%, mientras que en bilis apenas se excreta como su forma no
transformada (0.45%), NAc-SAC en un 0.77% y NAc-SACS en un 0.05% (Amano et
al., 2015)

En la Figura 4 se muestra que después de una administracion oral se observan dos
fases muy rapidas (absorcion y distribucion) seguida de una fase lenta de
eliminacién. Si su administracion es intravenosa se observa una distribucion rapida

seguida de una eliminacion muy lenta.




©

A —®—2l5mg/kg —IF—50mg/kg —te— 1 00mg/kg

120

—_
=
(=

Concentracion (mg/L)

o

140.
120.
100.
30.
60.
40,
20.
0.

Concentracion (mg/L)

80.
60.
40.
20.

.00
.00
00
00
00
00
.00

——25mg/ kg

00
00
00
00
00
00
00
00

Tiempo (h)

e e 50mg /g —g— 10 0mg kg

Tiempo (h)

Figura 4. Perfiles de concentracion promedio en plasma después de la administraciéon (A)
via oral y (B) via intravenosa (Modificada de Yan y Zeng, 2005).

5.1.1.3 Distribucion en tejidos

Después de su administracion oral, la SAC se absorbe facilmente en el tracto

gastrointestinal y puede ser encontrada en varios tejidos después de las 8 h de

administracion (Nagae et al., 1994; Yan y Zeng, 2005). El tejido donde se alcanza

una mayor concentracion es el rifidn (Cmax= 65.7 mg/Kg a los 10 min). El tiempo de
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vida media de eliminacién varia entre los diferentes tejidos, asi el tiempo mas largo
se observa en el higado (2.2 h) y el de menor tiempo es en el cerebro (1.2 h). Ver
Figura 5 y la Tabla 2 (Revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012; Yan y Zeng, 2005).

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos después de la administracion oral de una dosis
de SAC 50 mg/Kg

Parametro Crmax ABCo. LRl

Tejido (mg/Kg) (mgeh/ Kg) (h)
Rifén 65.7 169.2 2.1
Higado 58.1 103.5 22
Corazoén 43.3 118.8 2.1
Bazo 43.3 100.6 1.9
Pulmoén 35.1 94.3 1.3
Cerebro 26.7 70.7 1.2

(Tomada de Colin-Gonzalez et al., 2012) Cnax: pico de concentracion a los 10 min; ABCo.:
area bajo la curva de concentracion plasmatica contra tiempo, del tiempo cero hasta la
ultima concentracion cuantificable; T+, tiempo de vida media de eliminacion.

Si se administra por via intravenosa se observan resultados similares ya que en el

rindn también se observa la mayor concentracion de SAC, mientras que el corazén

presenta el tiempo de vida media de eliminacion mas largo (Yan y Zeng, 2005).
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Figura 5. Perfiles de concentracion promedio contra tiempo en higado, bazo, corazén,
pulmon, rifdn y cerebro después de una dosis Unica de 50mg/Kg de SAC en ratas por (A)
via oral y (B) via intravenosa (Tomada de Yan y Zeng, 2005).
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5.1.1.4 Toxicidad

La SAC es 30 veces menos téxica que otros compuestos del ajo como la alicina o

el alildisulfuro (Revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012).

La dosis letal por via i.p. en rata es 3.34 g/Kg, mas de 20 mM/Kg (Kodera et al.,
2002), la cual es muy similar a la de otros L-aminoacidos como la metionina, 29
mM/Kg (Revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012). En la Tabla 3 se describe la dosis

letal por via i.p. y por via oral en ratas y ratones.

Después de su administracion oral durante un mes, los efectos negativos que se

observaron a dosis = 500 mg/Kg de SAC fueron los siguientes (Kodera et al., 2002):

e Disminucion del peso corporal en ambos géneros.

e Aumento del pH urinario en machos.

e Disminucion de los niveles de proteinas urinarias (en hembras) y
urobilinogeno (en machos). El urobilinégeno es un metabolito de la
bilirrubina, generado por las bacterias intestinales que es reabsorbido. Por lo
que esta informacion sugiere que la SAC podria tener efectos sobre la flora
intestinal.

¢ Incremento de los niveles de glucosa en el suero de hembras, sugiriendo que
la SAC induce atrofia del pancreas y disminuye la secrecién de insulina. La
atrofia en el tejido pancreatico se observé solo en las hembras administradas
con las dosis mas altas de SAC de 1000 mg/Kg.

¢ Modificacion de la funcion renal y hepatica (disminucién de los niveles de
urea y creatinina en suero, aumento en el colesterol total, proteinas, lipidos
y fosfatasa alcalina en suero) en hembras.

e Disminucion del hematocrito, hemoglobina, el volumen corpuscular
promedio, la hemoglobina corpuscular promedio y la concentracion

corpuscular de la hemoglobina en ambos géneros.
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Tabla 3. Toxicidad de SAC en ratén y rata

DLso (9/Kg de peso corporal)
Oral i p.
Raton | Macho 8.89 6.91
Hembra 9.39 3.65
Rata | Macho 10.94 3.34
Hembra 9.50 3.34

(Tomada de Colin-Gonzalez et al., 2012).

6. Desarrollo de nuevos farmacos

Para que se autorice la venta de medicamentos estos deben presentar eficacia y
seguridad. Ningun medicamento es completamente seguro, ya que existen efectos
adversos y secundarios que deben ser evaluados y comparados con los beneficios
de su uso (Faqui, 2013).

Después de la identificacion de moléculas con potencial terapéutico, se llevan a

cabo los estudios preclinicos.

Los estudios preclinicos se realizan en animales y en modelos fisioldgicos. En estos
estudios se identifica, en un contexto controlado, las caracteristicas fisicoquimicas
del farmaco, como actua el organismo sobre el farmaco (farmacocinética), como
actua el farmaco sobre el organismo (farmacodinamia) y se lleva a cabo una
caracterizacion de los riesgos del uso de la molécula (estudios toxicologicos)
(Gamez y Mas, 2007).

Cuando se tienen los estudios preclinicos y la autorizacion necesaria se comienza
con la investigacion en humanos, estudios clinicos. Las fases de estos estudios son

4 (Magos y Lorenzana-Jiménez, 2009):

Fase I: Los estudios se realizan en pequefios grupos de voluntarios sanos. El
objetivo es revisar la seguridad y evaluar los efectos adversos, establecer los limites

de dosis clinicas seguras y la farmacocinética.
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Fase II: El farmaco se estudia en pacientes con la enfermedad a tratar. El objetivo
es probar la eficacia del farmaco y establecer la dosis minima efectiva y la dosis
maxima tolerada y determinar los efectos adversos. Se prueba junto con un farmaco

de referencia del que se conocen sus caracteristicas o junto a un placebo.

Fase lll: Para esta fase los ensayos clinicos controlados son en una poblacién mas
grande y no tan homogénea como en la fase Il, el propdsito es obtener datos que
sustenten o no la eficacia del nuevo farmaco con respecto a uno de referencia en

una poblaciéon mas parecida a la que utilizara el medicamento.

Fase IV: Son posteriores a la aprobacion de la comercializacién del medicamento,

se mantiene una vigilancia continua de la seguridad y eficacia del medicamento.

7. Estudios de toxicidad

Para que un producto farmacéutico pueda ser utilizado en humanos son necesarios
varios estudios previos. Los estudios que se llevan a cabo se categorizan en base
a su duracion como agudos (una sola dosis), sub agudos (14 a 28 dias), sub
cronicos (90 dias) y cronicos (180 dias roedores y 270 dias no roedores) (Faqui,
2013).

En la practica la duracion de un estudio general de toxicidad y el numero de dosis a
administrar en los animales, se basa en las caracteristicas especificas del
medicamento, asi como en el numero de dosis que se espera administrar durante
cada fase de los estudios clinicos en humanos. La duracion de los estudios
preclinicos debe ser igual o exceder la duracion de los estudios que se llevaran a

cabo en humanos (Faqui, 2013).

La toxicidad de una sustancia se clasifica en aguda y crénica, dependiendo de los
efectos después de la exposicion a la molécula. Los efectos agudos son aquellos
que ocurren rapidamente después de una sola dosis o después de pocas

exposiciones a la sustancia. Los efectos cronicos son aquellos que ocurren después
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de repetidas (multiples) exposiciones y se clasifican ademas como efectos no

carcinogenos y carcindégenos (Faqui, 2013).

El objetivo de una evaluacion toxicolégica es caracterizar los efectos adversos
dosis-respuesta en tejidos, 6rganos y sistemas, y cuando ocurren su posible
reversibilidad. Ademas, permiten estimar una dosis inicial segura para iniciar
estudios en humanos e identificar parametros para monitorear los posibles efectos
adversos (Klassen y Watkins, 2005; Faqui, 2013).

Para que una sustancia quimica provoque efectos toxicos sobre el organismo, es
necesario que dicha sustancia o sus metabolitos alcancen (en el lugar adecuado del
cuerpo y durante un tiempo adecuado) una concentracion suficiente como para
producir una manifestacion toxica. El que tenga o no una respuesta tdxica,
dependera de las caracteristicas quimicas y fisicas de las sustancias, del lugar de
exposicion, del metabolismo del agente por parte del sistema y de la sensibilizacién

del propio individuo (Klassen y Watkins, 2005; Repetto y Repetto, 2009).

Los efectos producidos por la exposicion cronica son diferentes a los producidos por
una dosis unica. Los efectos crénicos pueden deberse al intervalo de exposicion
que se da entre el momento de la administracién y la eliminacién, por lo que la
velocidad de eliminacion juega un papel importante. Ademas, existe la posibilidad
de que tras cada administracion haya dafnos tisulares o celulares residuales, aun
cuando la sustancia no se acumule. Por lo tanto, el intervalo entre las dosis debe
ser lo suficientemente largo como para permitir la reparacion completa del dafo
tisular. En consecuencia, los efectos toxicos crénicos pueden aparecer cuando la
sustancia se acumula (la velocidad de absorcion supera a la de biotransformacion,
a la excrecion, o ambas), cuando el agente produce efectos téxicos irreversibles o
cuando el intervalo de exposicion no concede el tiempo suficiente para que el
sistema se recupere del dafio toxico (Klassen y Watkins, 2005; Repetto y Repetto,
2009).

El dano puede ser reversible o irreversible, dependiendo de si el organismo es
capaz de reparar el dafio provocado o no (Klassen y Watkins, 2005; Repetto y
Repetto, 2009).
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La toxicidad sistémica suele producir sus principales efectos en tan solo uno o dos
organos (6rganos diana), el 6rgano afectado no siempre es el lugar donde se
alcanza la concentracién mas alta de la sustancia administrada (Klassen y Watkins,
2005).

En el caso de las sustancias que son necesarias para las funciones fisiolégicas
normales y la supervivencia (vitaminas, oligoelementos como el cromo, el cobalto y
el selenio), la relacion gradual entre dosis y efecto en un individuo a lo largo de todo
el intervalo de dosis tiene realmente forma de U. Es decir la magnitud de los efectos
nocivos es grande a dosis muy bajas (o carencia) pero disminuye al aumentar la
dosis. Cuando la dosis alcanza el punto en el que no hay carencia, los efectos
nocivos desaparecen y el organismo alcanza un estado de homeostasis. No
obstante si la dosis aumenta hasta valores anormalmente altos, aparecera una
respuesta adversa (que suele ser cualitativamente diferente de la observada con
dosis deficitarias) cuya magnitud crecera de acuerdo con la dosis (Klassen y
Watkins, 2005).

La hormesis se refiere a la capacidad que tienen las sustancias toxicas que no son
nutritivas de ejercer efectos benéficos o estimulantes a dosis bajas, mientras que a
dosis mas altas producen efectos nocivos (Klassen y Watkins, 2005). En la Figura
6 se presenta la relacion hipotética entre dosis y efecto que muestra las
caracteristicas de la hormesis, los efectos hormésicos de una sustancia ocurren
cuando con dosis relativamente bajas se estimula una respuesta beneficiosa o
protectora (Figura 6 B), como la induccién de las vias enzimaticas que protegen
frente al estrés oxidativo. Por otro lado, aunque las dosis bajas proporcionan un
efecto beneficioso, si al aumentar la dosis se supera el umbral los efectos netos
seran nocivos (Figura 6 A) y se producira un aumento tipico de la toxicidad
relacionado con la dosis. Finalmente, la curva completa de dosis respuesta (Figura
6 C) es conceptualmente semejante a la curva de dosis respuesta individual de
nutrientes esenciales que aparecen en la figura (Tomada de Klassen y Watkins,
2005).
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Figura 6. Relacion hipotética entre dosis y efecto que muestra las caracteristicas de la
hormesis. (Tomada de Klassen y Watkins, 2005)
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IV. INTRODUCCION

La S-alilcisteina (SAC) es el componente principal del extracto de ajo envejecido;
actualmente existe un gran interés en este compuesto debido a los efectos
farmacologicos que muestra, y que incluyen acciones como: antioxidante directo,
indirecto, antiapoptético, antiinflamatorio, entre otras. En diversos trabajos se ha
reportado que la SAC ejerce un efecto protector (hepatoprotector, cardioprotector,
neuroprotector y renoprotector; ademas, de sus efectos anticancerigenos y/o
quimiopreventivos en varios modelos de cancer) cuando se administra como
pretratamiento en diferentes modelos experimentales, donde el estrés oxidante esta
involucrado en el mecanismo de induccion de dafo. Debido a las propiedades
mencionadas de la SAC, se considera un compuesto prometedor para ser evaluado

como agente terapéutico en diferentes modelos de dafio.

Actualmente sélo existe un reporte en la literatura sobre la toxicidad aguda de la
SAC y debido a que no se cuenta con informacién de los efectos de la SAC durante
una administracion mayor a 1 mes, el objetivo de nuestro trabajo, es realizar
estudios de toxicidad subcronica durante 90 dias evaluando el efecto de la
administracién oral de SAC en dosis de 25, 50, 100 y 200 mg/Kg en diferentes
grupos de ratas macho Wistar, mediante la determinacion de citometria hematica,
marcadores bioquimicos de daino renal, hepatico, pancreatico e histologias de rifidn,

higado, pancreas, bazo, pulmoén, corazén y cerebro.




=

V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se ha demostrado que la SAC es eficaz como antioxidante, en diferentes modelos
de dafio, relacionados con enfermedades cronicas tales como cancer, diabetes y

enfermedades cerebrovasculares, entre otras (Herrera-Mundo et al., 2009).

Para poder iniciar con los estudios clinicos, la duracién de los estudios preclinicos
debe ser igual o exceder la duracion de los tratamientos que se llevaran a cabo en
las pruebas clinicas. Ademas se debe de contar con estudios que prueben la
seguridad del compuesto. En este sentido solo existe un estudio que evalua la
toxicidad de la SAC a corto plazo (1 mes), y que revela que su toxicidad es baja con
dosis mayores a 500 mg/Kg y es similar a la de otros aminoacidos (Kodera et al.,
2002).

Debido a que se propone el uso de la SAC en el tratamiento de enfermedades

cronicas, es necesario llevar a cabo estudios de toxicidad de larga duracion.




V1. HIPOTESIS

Se proponen las siguientes hipotesis

Ya que la DLsode la SAC es alta y que efectos adversos se observan solo con dosis
mayores a 500 mg/Kg después de 30 dias de administracion, es posible que al
realizar una curva dosis respuesta después de su administracion oral durante 90

dias, se observen cambios con dosis altas en los siguientes parametros:

1. Citometria hematica.
Marcadores bioquimicos de dafno renal.
Marcadores bioquimicos de dafo hepatico.

Marcadores bioquimicos de dafo pancreatico.

w»ok w N

Danio histoldgico.
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VIl. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar el efecto toxico de la administracion oral de la SAC durante 90 dias.
2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto dosis respuesta de la administracién oral de la SAC durante 90

dias sobre:

e Citometria hematica.

e Marcadores bioquimicos de dafio renal (nitrogeno de urea, creatinina y
proteinas urinarias).

e Marcadores bioquimicos de dafo hepatico (triglicéridos, colesterol,
transaminasas y fosfatasa alcalina en plasma).

e Marcadores bioquimicos de dafo pancreatico (glucosa en plasma).

e Dafio histologico sobre rifidn, higado, pancreas, bazo, pulmoén, corazén y

cerebro.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos

El clorhidrato de L-cisteina, bromuro de alilo, el sodio y la albumina sérica bovina
(ASB) se obtuvieron de la casa comercial Sigma-Aldrich Chemical Company (St
Louis, Mo, EUA). El acido tricloroacético, y el etanol absoluto se obtuvieron de
Reactivos Quimica Meyer (Pampano, DF, México). La solucion salina 0.9% se
obtuvo de J. T. Baker (Xalostoc, Estado de México, México) y el xilol se obtuvo de

la casa comercial Golden Bell Reactivos (Cuenca, DF, México).

Para las determinaciones de glucosa (Kit 41011), triglicéridos (Kit 1001314),
colesterol (Kit 41021), urea (Kit 1001333), creatinina (Kit 1001113), transaminasas
(Kits AST 1001162 y ALT 1001172) y fosfatasa alcalina (Kit 1001132) se usaron Kits
comerciales de SPINREACT, LAB CENTER DE MEXICO.

2. Sintesis de la SAC

La sintesis quimica se llevo a cabo en un matraz de bola. Se colocaron 10.5 g de
clorhidrato de L-cisteina monohidratada en 180 mL de etanol absoluto bajo
condiciones de agitacion constante. Al transcurrir 10 min se adicionaron 5.42 g de
sodio metalico en diferentes porciones manteniendo una agitacién vigorosa por 30
min a partir de la disolucién total del sodio. A continuacidn se afiadieron 5.4 mL de
bromuro de alilo y la mezcla se mantuvo con agitacion constante durante 1 h a
temperatura ambiente, después de lo cual se le agregdé agua fria (50 mL) y se
continuo con la agitacion durante 1 h. El etanol se evaporo por destilacion a presion
reducida y posteriormente se adicionaron 5.0 mL de acido acético (pH final 5.6). El
precipitado blanco formado se filtré al vacio y se dejo secar. Al compuesto obtenido
se le midi6 el punto de fusidon en un aparato Fisher-Johns y se compar6 con el de
un producto estandar (Maldonado et al., 2003). En la Figura 7 se presenta un

esquema del equipo usado para la sintesis quimica de la SAC.
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Figura 7. Esquema del equipo usado para la sintesis quimica de la SAC.

3. Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial entre 90 y 110 g,
obtenidas de la Facultad de Medicina de la UNAM. Durante el experimento los
animales se mantuvieron en cajas de acrilico (5 animales por caja), con libre acceso
a la comida (Laboratory roedent diet 5001) y agua ad libitum, los animales se
mantuvieron bajo condiciones de temperatura (25+3°C), humedad (50+10%) y luz
(ciclos 12 h luz/ 12 h obscuridad) constantes. Los animales de cada grupo se

seleccionaron de manera aleatoria.
4. Esquema de administracion de la SAC
Los animales se dividieron en 5 grupos:

e CT, grupo control.
e SAC 25, recibieron 25 mg/Kg de SAC.
e SAC 50, recibieron 50 mg/Kg de SAC.
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e SAC 100, recibieron 100 mg/Kg de SAC.
e SAC 200, recibieron 200 mg/Kg de SAC.

Los animales del grupo control recibieron SSI 0.9% via i.g. cada 24 h durante 90

dias.

La SAC se administro via i.g. cada 24 h durante 90 dias con la dosis correspondiente

a cada grupo.

El dia 90 se llevo a cabo el sacrificio de los animales administrando por via i.p.
pentobarbital soédico (120 mg/Kg). Ademas se recolectaron muestras de orina,
sangre y se extrajeron los diferentes 6rganos bazo, rindn, pancreas, higado, pulmén

corazén y cerebro.
5. Muestras
5.1 Orina

Se recolecto la orina de 24 h de los animales de cada grupo, usando jaulas
metabdlicas. Se midi6é el volumen urinario y la orina se congelé a -80°C hasta su

uso.
5.2 Plasma

Se extrajo sangre por puncién cardiaca, en un tubo que contenia heparina (5,000
Ul/mL). La sangre se centrifugd a 835 g (Centrifuga eppendorf Modelo 5415D)
durante 10 min a temperatura ambiente, el plasma resultante se separé y se congelo

a -80°C hasta su uso.
5.3 Organos

Los animales se perfundieron con 250 mL de SSI 0.9% con heparina fria (500 mL
SSI + 2.5 mL heparina 5,000 Ul/mL), seguido de 250 mL de paraformaldehido al 4%
en amortiguador PBS. Los érganos se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 48

h'y se incluyeron en parafina.
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5.4 Citometria hematica

La citometria hematica proporciona informacion sobre el numero y caracteristicas
de las células de la sangre, los datos obtenidos pueden dividirse en tres grandes
grupos o series hematopoyéticas: la serie roja, la serie blanca y la serie plaquetaria

o trombocitica (Tabla 4).

De la sangre total obtenida por punciéon cardiaca de los diferentes grupos de
animales, 3 mL se transfirieron a tubos con EDTA (BD Vacutainer) y se les realizé

una dilucion 1:10 antes de su estudio en el analizador hematoldgico.

El analizador hematoldgico utilizado (ADVIA 120, Siemens, Erlangen, Alemania)
presenta tres sistemas analiticos:

e Un sistema de flujo con ldampara de diodo laser (para el canal de eritrocitos y
plaquetas, el canal de lobularidad de basofilos y la determinacion de
reticulocitos).

e Un citdmetro de flujo con ldampara de tungsteno (para el canal de peroxidasa)

e Un colorimetro (para la medicién de la hemoglobina).

Mediante éstos, proporciona un hemograma completo y un recuento leucocitario

diferencial con un recuento de reticulocitos automatizado por completo.

Se utilizan cuatro canales de medicion independientes para determinar el
hemograma y el recuento diferencial: 1) Canal para eritrocitos y plaquetas; 2) Canal
para hemoglobina; 3) Canal para peroxidasa, y 4) Canal para lobularidad de

basdfilos para recuento leucocitario y datos diferenciales.

La hemoglobina se determina por el método de cianometahemoglobina modificado,

gue mide la absorbancia en una celda de flujo por colorimetria a 546 nm.

El método para los eritrocitos y plaquetas utiliza mediciones de dispersion optica de
la luz por citometria de flujo determinadas a medida que las células pasan a través
de un flujo de corriente laminar por un ensamblaje 6ptico de laser. Estas células

crean una dispersion frontal y ortogonal de la luz las cuales se detectan mediante
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fotodetectores. La dispersion frontal de la luz (forward scatter) es un valor
proporcional al volumen celular mientras que el ortogonal o lateral (side scatter) es
un valor proporcional a la cantidad de estructuras granulares o complejidad de la
célula. Este analisis bidimensional angular junto con una clasificacién de esferidad
isovolumétrica permite trazar histogramas independientes del volumen eritrocitario
y concentracion de la hemoglobina, de igual manera permite una distincion entre las
células plaquetarias, fragmentos de eritrocitos y eritrocitos pequefios. En
consecuencia, las plaquetas mas grandes pueden incluirse en el recuento. De las
mediciones descritas derivan varios parametros e indices. El volumen corpuscular
medio (VCM) es la media del histograma del volumen eritrocitario. EI hematocrito
(HCT), la hemoglobina corpuscular media (HCM), y la concentracion media de
hemoglobina corpuscular (CHCM) se computan en forma matematica a partir de los

valores de eritrocitos, hemoglobina 'y VCM.

Este equipo automatizado también determina el recuento leucocitario total y
diferencial de seis componentes (neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos,
basdfilos y células grandes no coloreadas [en inglés, large unstained cells, LUC])
por citoquimica y citometria de flujo 6ptica, utilizando los canales para peroxidasa y
para lobularidad de basdfilos, los cuales discriminan las poblaciones de la serie
blanca basandose en el tamafo celular, la actividad de mieloperoxidasa y la

densidad nuclear.
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Tabla 4. Descripcion de algunos de los parametros que constituyen las diferentes series

hematopoyéticas.
SERIE ROJA SERIE BLANCA SERIE TROMBOCITICA
o Numero de glébulos rojos o Numero de globulos o Numero de plaquetas (PLQ)
(HEM). blancos
e Hemoglobina (HGB). ¢ Recuento diferencial de
e Porcentaje de hematdcrito globulos blancos:
(HCT). o Neutrdfilos o
¢ \olumen corpuscular medio polimorfonucleares,
(VCM). o Linfocitos,
e Hemoglobina corpuscular ¢ Monocitos,
media (HCM). o Eosindfilos,
¢ Concentracion de o Basdfilos,
hemoglobina corpuscular e Células grandes no
media (CHCM). coloreadas (LUC, en inglés
Large Unstained Cells)
Serie roja

Numero de glébulos rojos (HEM). Se mide en millones por microlitro.

Hemoglobina (HGB). Se mide en gramos por decilitro (g/dL) y representa la cantidad
de esta proteina por unidad de volumen. Este parametro se emplea para determinar

si hay o no anemia.

Hematocrito (HCT). Se mide en porcentaje y representa la porcion de eritrocitos en
el total de la sangre. Se calcula a partir de la medicion del numero de eritrocitos y

del volumen globular medio.

Volumen corpuscular medio (VCM). Se mide en femtolitros (fL) o micras cubicas. Es
de gran valor para establecer la causa de la anemia (macrocitica, normocitica o
microcitica). Se calcula por el cociente entre el HCT multiplicado por 10 y el numero

de HEM en millones.

Hemoglobina corpuscular media (HCM). Se expresa en picogramos (pg) y
representa la cantidad promedio de HGB en cada eritrocito. Los citdmetros
determinan este indice dividiendo la HGB entre el niumero de HEM y multiplicando

el cociente por 10. Es util en la determinacion de hipocromia o normocromia.
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Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). Se expresa en g/dL y

se obtiene de la siguiente ecuacion:

Hemaoglobina (%]
x100

g
CHCM (E) - hematocrite

Serie blanca

Numero de globulos blancos. Se mide en miles de millones por litro o miles por

microlitro (x103/uL).

Recuento diferencial de glébulos blancos. Normalmente en la sangre periférica
pueden encontrarse los siguientes tipos de leucocitos: neutréfilos o
polimorfonucleares, eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos. Se mide en miles

de millones por litro o miles por microlitro (x103/uL).
Serie trombocitica

Plaquetas. Se mide en miles de millones por litro o miles por microlitro (x103/uL).

6. Marcadores de dano renal
6.1 Urea en plasma

La urea es un compuesto cristalino e incoloro que se encuentra abundantemente en
los rifiones y en la materia fecal. Es el principal producto terminal del metabolismo
de las proteinas. El higado es el unico 6rgano donde la ureagénesis es completa y
cuantitativamente importante. La deficiencia de alguna de las enzimas que
interviene en el metabolismo de la urea provoca una acumulacion anormalmente
elevada de amoniaco en la sangre y en los tejidos. Puede aparecer la urea elevada
en sangre en dietas con exceso de proteinas, enfermedades renales, insuficiencia

cardiaca, hemorragias gastricas, hipovolemia y obstrucciones renales.
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La urea presente en la muestra reacciona con la enzima ureasa que cataliza la
hidrolisis de ésta en amoniaco y anhidrido carbénico. El amoniaco resultante de esta
reaccion se incorpora al a-cetoglutarato por accion de la glutamato deshidrogenasa
con oxidacion paralela de NADH a NAD". La disminucién de la concentracion de
NAD* en el medio es proporcional a la concentracion de urea de la muestra

ensayada.

Para la medicién se ajustd a 0 frente a agua destilada a una longitud de onda de
340 nm. Al estandar y a cada muestra se les agrego el reactivo de trabajo
(amortiguador TRIS tris(hidroximetil)aminometano, pH 7.8, a-cetoglutarato, ureasa,
glutamato deshidrogenasa, NADH). Las mediciones se llevaron a cabo a los 30 s 'y
alos 90 s. El calculo de la concentracion de urea en la muestra se obtuvo dividiendo
la diferencia de absorbancias a los diferentes tiempos de la muestra, entre la
diferencia de absorbancias del estandar, el resultado de esta divisidn se multiplic

por la concentracion del estandar (50 mg/dL). El resultado se expresa en mg/dL.

6.2 Creatinina en plasma

La creatinina es un metabolito que deriva de la ciclacion espontanea de la creatina
del musculo que puede ser transformada en ATP. La produccion de creatinina es
proporcional a la masa muscular. Una caracteristica importante es que su tasa de
liberacion al plasma es constante. Se elimina principalmente por filtracion glomerular

aunque una pequefa porcidn se excreta por el tubulo distal.

La creatinina en plasma se cuantificé con un método colorimétrico cinético basado
en la reaccién de la creatinina con el picrato alcalino (reaccién de Jaffe). El acido
picrico en medio alcalino forma con la creatinina un tautomero de picrato de
creatinina de color naranja rojizo que absorbe a 492 nm. La intensidad del color

formado es proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra.

Se ajustd la lectura a 0 con un blanco de agua. Se midi6 el estandar y las muestras

alos 0, 30, 60 y 90 s. A la muestra y el estandar se les adicion6 la mezcla de
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reaccion (acido picricoy NaOH 0.29 M 1:1 v/v). La cantidad de creatinina se obtuvo
calculando el cociente de las diferencias de absorbancia de la muestra (la lectura
de 90 s menos la de 30 s) entre las absorbancias del estandar a los mismos tiempos
multiplicado por la concentracion del estandar (2 mg/dL). El resultado se expresa en
mg/dL.

6.3 Proteinas urinarias

Proteinas incluyendo enzimas de bajo peso molecular (menos de 70 kDa) se filtran
libremente por la membrana basal glomerular. Estas proteinas con reabsorbidas
casi en su totalidad por las células tubulares proximales. La orina normal contiene
pequefias cantidades de proteinas. El aumento de proteinas en orina refleja dafio
glomerular y tubular. Las proteinas pueden aparecer en enfermedades renales,

enfermedades cardiacas, etc.

La determinacion cuantitativa de proteinas en orina se realiz6é por turbidimetria, el
meétodo se basa en la precipitacion de las proteinas con acido tricloroacético y la

lectura fotométrica de la turbidez debida a la precipitacién a 420 nm.

Se incubd durante 10 min a temperatura ambiente, 1 mL de orina diluida 1:5 (con
SS10.9%) con 250 uL de acido tricloroacético 12.5% y se leyo la absorbancia a 420
nm. Se preparé un blanco para cada muestra que contenia 1 mL de orina diluida y
250 uL de SSI. Se calibro a 0 con el blanco de cada muestra. Las absorbancias se
interpolaron en una curva estandar de ASB (0.04-0.8 mg/mL). El resultado se

expreso en mg/24 h.
7. Marcadores bioquimicos de dafio hepatico
7.1. Triglicéridos en plasma

Los triglicéridos son grasas cuya degradacion suministra energia a la célula. Al igual
que el colesterol, los triglicéridos son transportados a las células del organismo por
las lipoproteinas en la sangre.
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Su aumento es relativamente inespecifico. Diversas dolencias, como ciertas
disfunciones hepaticas (cirrosis, hepatitis, obstruccion biliar) o diabetes mellitus,

pueden estar asociadas con su elevacion.

La determinacién cuantitativa de triglicéridos en la muestra se basa en una serie de
reacciones enzimaticas sucesivas. Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa
liberan glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado en presencia de
glicerol cinasa para producir glicerol-3-fosfato y adenosina-5-difosfato. El glicerol-3-
fosfato es entonces oxidado a dihidroxiacetona fosfato y a H202 por la enzima
glicerol-3-oxidasa. Al final el H202 reacciona con 4-aminofenona y p-clorofenol, en
una reaccién que es catalizada por la peroxidasa dando una coloracion roja. La

intensidad del color es proporcional a la concentracién de triglicéridos de la muestra.

La medicion se realizd ajustando la lectura a 0 con un blanco de agua destilada. A
cada muestra y al estandar se les adiciono la mezcla de reaccién (amortiguador
GOOD pH 7.5, p-clorofenol 2 mM, lipoproteinlipasa 150 000 U/L, glicerol cinasa 500
U/L, glicerol-3-oxidasa 3 500 U/L, peroxidasa 440 U/L, 4-aminofenona 0.1 mM y
ATP 0.1 mM). La concentracion del estandar con el que se trabajé fue de 200 mg/dL,
la concentracion de cada muestra se calcul6 dividiendo la absorbancia de la muestra
entre la absorbancia del estandar y multiplicando el resultado por la concentracion

del estandar.
7.2. Colesterol en plasma

El colesterol forma parte de todas las células del organismo. Es un componente
esencial para la estabilidad estructural y funcional de la membrana plasmatica, es
un precursor de los esteroles que cumplen importantes funciones fisiolégicas, tales
como acidos biliares, hormonas esteroideas, vitamina D, etc. Ademas del colesterol
exdgeno procedente de la dieta que se absorbe en el tubo digestivo, todas las
células del organismo pueden formar colesterol enddgeno. Casi todo el colesterol
enddgeno que circula unido a lipoproteinas del plasma se sintetiza en el higado. El

aumento de colesterol en la sangre es uno de los principales factores de riesgo
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cardiovascular. La hipercolesterolemia puede ser un efecto secundario de la

diabetes o alteraciones hepaticas.

La determinacion del colesterol se llevé a cabo mediante un método colorimétrico-
cinético, el colesterol en sangre se encuentra esterificado con acidos grasos. La
primera parte del método consiste en obtener colesterol libre y acidos grasos,
mediante la enzima colesterol esterasa; posteriormente el colesterol es oxidado por
la colesterol oxidasa a colestenona y H202. Se cuantifica el H202 por la reaccién de
Trinder donde reacciona con el fenol y la 4 aminofenazona dando una quinonimina,
un compuesto colorido que absorbe a 505 nm. La absorcion de la quinonimina es

proporcional al colesterol presente en la muestra.

Para la cuantificacion de colesterol se ajusto la lectura a 0 con un blanco de agua
destilada. Al estandar y las muestras se les adiciono la mezcla de reaccion
(amortiguador PIPES acido piperazina-N,N'-bis(2etaosulfénico) 90 mM (pH 6.9),
fenol 26 mM, colesterol esterasa 300 U/L, colesterol oxidasa 300 U/L, peroxidasa
1250 U/L y 4-aminofenazona 0.4 mM/L). Para el calculo de la concentracion de
colesterol en la muestra se dividio la absorbancia de la muestra entre la absorbancia
del estandar, el resultado se multiplicd por la concentracion del estandar (200

mg/dL). La cantidad de colesterol en la muestra se expresé en mg/dL.
7.3 Transaminasas
7.3.1 Aspartato aminotransferasa (AST)

Antes llamada transaminasa glutamato oxaloacética (GOT), la AST es una enzima
intracelular, se encuentra en niveles altos en el musculo del corazon, las células del
higado, las células de musculo esquelético y en menores cantidades en otros

tejidos.

Aunque un nivel alto de AST en el plasma no es especifico de enfermedad hepatica
se emplea principalmente para su diagnéstico y seguimiento, junto con otras
enzimas como la ALT y ALP. También se emplea como control post-infarto en

pacientes con desoérdenes del musculo esquelético y otras afecciones.
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La determinacidén cuantitativa se basa en que la AST cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino del aspartato al a-cetoglutarato con formacion de
glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a malato en
presencia de malato deshidrogenasa y NADH. La velocidad de disminucion de la
concentracion de NADH en el medio, determinada fotométricamente, es

proporcional a la concentracion catalitica de AST en la muestra ensayada.

Para la medicion se us6 una longitud de onda de 340 nm y se ajusto a O frente a
agua destilada. A cada muestra se le adiciono el reactivo de trabajo (amortiguador
TRIS tris (hidroximetil)Jaminometano 80 mM (pH 7.8), lactato deshidrogenasa 800
U/L, malato deshidrogenasa (600 U/L), L-aspartato 200 mM, NADH 0.18 mM) y
como sustrato a-cetoglutarato 12 mM. Se leyd la absorbancia inicial de la muestra
(tiempo 0) y cada min durante 3 min. Se calcul6é el promedio del incremento de
absorbancia por min (AA/min) y se multiplicé por 1750, el resultado se expresé como
unidades por litro de AST (U/L)

7.3.2 Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT inicialmente llamada transaminasa glutamico piravica (TGP), es una enzima
intracelular, se encuentra principalmente en las células del higado y el rifién. Su
mejor aplicacion es en el diagndstico de las enfermedades del higado. Se observan
niveles elevados en las enfermedades hepaticas como la hepatitis, enfermedades

del musculo y traumatismos.

Cuando se emplea en conjunto con la AST ayuda en el diagndstico de infartos de
miocardio, ya que el valor de la ALT se mantiene dentro de los limites normales y

aumenta en los niveles de AST.

La determinacién cuantitativa se basa en que la ALT cataliza |la transferencia
reversible de un grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con formacion de
glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en presencia de
lactato deshidrogenasa y NADH. La velocidad de disminucion de la concentracion
de NADH en el medio, determinada fotométricamente, es proporcional a la

concentracion catalitica de ALT en la muestra ensayada.
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Para la medicion se us6 una longitud de onda de 340 nm y se ajusté a O frente a
agua destilada. A cada muestra se le adiciono el reactivo de trabajo (amortiguador
TRIS tris (hidroximetil)aminometano 100 mM (pH 7.8), lactato deshidrogenasa 1200
U/L, L-alanina 500 mM, NADH 0.18 mM) y como sustrato a-cetoglutarato 15 mM.
Se leyo la absorbancia inicial de la muestra (tiempo 0) y cada min durante 3 min. Se
calculo el promedio del incremento de absorbancia por min (AA/min) y se multiplic

por 1750, el resultado se expresé como unidades por litro de ALT (U/L).
7.3.3 Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina es una enzima que se encuentra presente en casi todos los
tejidos del organismo, siendo particularmente alta su presencia en huesos, higado,
placenta, intestinos y riidn. Tiene importancia clinica tanto su aumento como su

disminucién en el plasma.

Las causas mas probables de aumento del nivel de ALP son la enfermedad de
Paget, obstrucciones hepaticas, hepatitis, hepatotoxicidad por medicamentos y
osteomalacia; mientras que las causas probables de disminucion son cretinismo y

déficit de vitamina C.

La determinacion cuantitativa esta basada en la hidrolisis de p-nitrofenilfosfato a pH
10.4 liberando p-nitrofenol y fosfato. La velocidad de formacion del p-nitrofenol, es

proporcional a la concentracion de ALP en la muestra ensayada.

La longitud de onda usada fue de 405 nm y se ajustd a cero frente a agua destilada.
A cada muestra se le adicion¢ el reactivo del trabajo (dietanolamina 1 mM (pH 10.4),
cloruro de magnesio 0.5 mM) y como sustrato p-nitrofenilfosfato 10 mM. Después
de incubar durante 1 min el reactivo de trabajo con la muestra se leyo la absorbancia
inicial y la de cada min durante 3 min. Se calculé el promedio del incremento de
absorbancia por min (AA/min) y se multiplicé por 3300, el resultado se expresé como
unidades por litro de ALP (U/L).
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8. Marcadores de dafno pancreatico
8.1. Glucosa

La glucosa es la mayor fuente de energia en las células del organismo, la insulina
facilita su entrada en las células. Es un marcador de cambios en las células o de

cambios en la funcién celular.

La determinacion de la glucosa se llevo a cabo mediante un método colorimétrico-
cinético. Este método se basa en el uso de dos enzimas, la glucosa oxidasa que
cataliza la oxidacién de la glucosa a gluconato y H202, el cual reacciona con fenol y
4-aminofenazona gracias a la peroxidasa dando una quinona colorida que absorbe
a 505 nm. La absorcién de la quinona es directamente proporcional a la cantidad de

glucosa presente en la muestra.

Para la cuantificacién de glucosa se ajusté la lectura a 0 con un blanco de agua
destilada. Al estandar y las muestras se les adicioné la mezcla de reaccion
(amortiguador TRIS, tris (hidroximetil)aminometano 92 mM (pH 7.4), fenol 0.3 mM,
glucosa oxidasa 1500 U/L, peroxidasa 1000 U/L y 4- aminofenazona 2.6 mM). Para
el calculo de la concentracion de glucosa en la muestra se dividié la absorbancia de
la muestra entre la absorbancia del estandar y el resultado se multiplicé por la
concentracion del estandar (100 mg/dL). La cantidad de glucosa en la muestra se

expres6 como mg/dL.
9. Analisis histolégico

Los 6rganos en p-paraformaldehido 4%, se incluyeron en bloques de parafina; para
ello, se colocaron dentro de cassettes y se pasaron por los siguientes disolventes
(Tabla 5):
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Tabla 5. Disolventes para incluir 6rganos

Disolvente Tiempo
Agua corriente 15 min
Alcohol 60° 30 min
Alcohol 70° 30 min
Alcohol 80° 30 min
Alcohol 96° | 30 min
Alcohol 96° I 30 min
Alcohol 100°1 30 min
Alcohol 100° 1l 24 h
Alcohol-Xilol 30 min

Xilol | 30 min
Xilol Il 30 min
Parafina I* 1h
Parafina II* 1h

Después de estar en parafina Il los 6rganos se incluyeron en cubos de parafina.

Se usé un micrétomo para hacer cortes de 5 ym de espesor, que se fijaron en un

portaobjetos y se tifieron con hematoxilina y eosina (HE).

Para la tincion, los cortes se desparafinaron con dos lavados de xilol y se
rehidrataron con lavados de alcohol de concentracion creciente hasta llegar a agua,
los tejidos se tifieron con hematoxilina y se lavaron con abundante agua y con una
solucion de HCI al 1% en etanol al 70%, se vird la hematoxilina con LiCOs al 1%, se
pasé por alcohol al 70% y se hizo la tincidbn con eosina, por ultimo se hicieron

lavados con etanol y finalmente se colocé en xilol.

Este tipo de tincion se utiliza para poner en evidencia las caracteristicas

estructurales de las células.

Los cortes se observaron con un microscopio Nikon (microscopio ECLIPSE E200
MV series)
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10. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizoé el programa Prism versién 5.3 (Graph pad).
Para encontrar si habia diferencia significativa entre las mediciones de cada uno de
los marcadores bioquimicos evaluados se uso la prueba de ANOVA seguida de
una prueba de Dunnett. Los resultados se expresaron como la media £+ EEM. Un

valor de p< 0.05 se considero estadisticamente significativo en ambas pruebas.
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IX. RESULTADOS

1. Peso corporal

El peso corporal de los animales no se alter6 por la administracion de la SAC a lo
largo del tratamiento, ya que no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre el control y los grupos tratados con SAC (Figura 8).

SAC 3 meses
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300+
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8 250+
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-+ 25 mg/kg
& 50 mg/Kg
200+ 100 mg/Kg
- 200 mg/Kg
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Figura 8. Efecto de la SAC sobre el peso corporal en gramos de los animales por grupo a

lo largo del protocolo. CT, grupo control y grupos administrados con SAC (25, 50, 100 y 200
mg/Kg de peso) Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. n= 5-8




2. Citometria hematica
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En la Tabla 6 se presentan los resultados de la citometria hematica de la serie roja,

trombocitica y serie blanca. No se observaron diferencias entre el grupo control y

los grupos tratados con SAC.

Tabla 6. Efecto de la SAC sobre los parametros de la serie roja, trombocitica y serie blanca

SERIE ROJA Y TROMBOCITICA

N
GR/uL
(X107)

HB (g/dL)
% HCT

VCM (fL)

HCM (pg)
CHCM
(g/dL)

PLQ/uL
(X10°)

LEU/uL
NEUT/pL
LINF/uL
MONO/pL
EOS/uL
BASO/pL

Control
5

6.65 + 2.26

118.40 £ 40.50

46.08 + 15.98

71.82+3.412
18.04 +0.4

2524 +£0.79

4.088 +1.76

Control
28560 + 15782
2440 + 816.5
12680 + 7299
11900 + 8218
600 + 154.9
40 + 24.49

25 mg/Kg 50 mg/Kg
8 7

426+ 1.46 480+ 1.69
78.88 £ 27.37 88.14 + 30.49
29.1+9.533 32.3+10.81
72.09+1.856 71.93 +2.304
18.29+0.34 18.69+0.42

255+ 0.76 26.11 £ 0.65

2.86 + 1.11 3.46 £ 1.34

SERIE BLANCA

25 mg/Kg
21375 £ 8219
1650 + 336.5
12700 = 5610
5125 + 1526

625 + 235.1
37.5+18.3

50 mg/Kg
22871+ 8889
1743 £ 475.5
12771 £ 5498
6586 + 2352
371 £99.32
42.86 + 20.2

100 mg/Kg
7

4.65+ 1.59

84.0 + 28.66

30.89 + 10.06

70.23 £1.973
17.9+0.26

25.61+0.79

2.68+1.13

100 mg/Kg

26829 + 10827

2500 + 837.8
12900 * 5440
9343 + 4439
657.1 £ 177.1
42.86 + 20.2

200 mg/Kg
5

6.82+ 1.80

124.8 + 33.32

47.87 +12.96
71.97 £2.76
18.2 £ 0.29

25.48 £ 0.96

3.55+1.48

200 mg/Kg
26280 + 14384
1800 + 673.8
17250 £ 7643
7520 + 3573
583.3 £ 212
60.0 + 40.0

Serie roja y trombocitica: GR gldbulos rojos; Hb hemoglobina; % HCT porcentaje de
hematocrito; VCM volumen corpuscular medio; HCM hemoglobina corpuscular media;
CHCM concentracion de hemoglobina corpuscular media; PLQ plaquetas. Serie Blanca:
LEU leucocitos; Neut neutrofilos; Linf linfocitos; Mono monocitos; Eos eosinodfilos; Baso
Basdfilos. Los datos se presentan como media £+ EEM. n= 5-7.
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3. Marcadores bioquimicos de daino renal
3.1 Nitrégeno de urea (BUN)

Los resultados de nitrégeno de urea se presentan en la Figura 9, no se observo
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos tratados con SAC y el

grupo control.
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Figura 9. Efecto de la SAC sobre los niveles de nitrdgeno en plasma en los grupos
control (CT) y administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg. Los resultados estan
expresados como la media £ EEM. n=10-16.
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3.2 Creatinina en plasma

No se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con SAC y el

grupo control para los resultados de creatinina en plasma (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la SAC sobre los niveles de creatinina en plasma en el grupo
control (CT) y los grupos administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg. Los datos
se presentan como media + EEM. El numero de muestras para la determinacion de
creatinina en plasma fue n=10-16.
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3.3 Proteinas urinarias

La SAC administrada provocé una disminucién en el nivel de proteinas excretadas
en orina durante 24 h del grupo de 200 mg/Kg. Los grupos tratados con las dosis de
25, 50 y 100 no presentaron diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo control (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la SAC sobre la excrecion de proteinas urinarias (mg) durante
24 h en los grupos control (CT), y administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg.
Los datos se presentan como la media £+ EEM. n=3-4. * p<0.05 contra el grupo CT.
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4. Marcadores bioquimicos de dafno hepatico
4.1 Triglicéridos y colesterol en plasma

No se observo diferencia significativa entre el grupo control y los grupos con el
tratamiento de SAC en la medicién de triglicéridos (Figura 12 A) y colesterol en

plasma (Figura 12 B).
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Figura 12. Efecto de la SAC sobre la concentracién de triglicéridos (A) y colesterol (B) en
plasma en los grupos control (CT) y administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg. Los
datos se presentan como la media + EEM. n=10-16.
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4.2 Transaminasas y fosfatasa alcalina

No se pudo cuantificar la actividad de ALT y AST en ninguno de los grupos
estudiados, solo se pudo cuantificar la actividad de la ALP y no se observaron

cambios estadisticamente significativos en los grupos (Figura 13).

25 =
T
1
= I
2 1k T
o o
;:' 10+
5-
1 1 /
0 1 1 1 1 1
o & o & X
> o o o
oS & & &
o N O N

Figura 13. Efecto de la SAC sobre los niveles de fosfatasa alcalina en plasma, en los grupos
control (CT) y administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg. Los datos se presentan
como la media £ EEM. n=9-15.
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5. Marcadores bioquimicos de daino pancreatico
5.1 Glucosa en plasma

La glucosa en plasma no se afectd después del tratamiento con SAC, ya que no se
observo diferencia significativa entre el grupo control y los grupos administrados con
SAC (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la SAC sobre los niveles de glucosa en plasma en los grupos control
(CT) y administrados con SAC 25, 50, 100 y 200 mg/Kg. Los datos se presentan como
media £ EEM. El numero de muestras por grupo CT, 25, 50, 100 y 200 mg/Kg es 10, 25,
16, 14, 13 y 15, respectivamente.
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6. Analisis histolégico

6.1. Rifién

No se observo dafo histolégico en los glomérulos ni en los tubulos renales de los
animales tratados con ninguna de las dosis de SAC. Los componentes celulares

son muy similares de los animales del grupo control. Se presentan imagenes

representativas del grupo control y del grupo 200 mg/Kg (Figura 15).

Figura 15. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfologicas en cortes
histolégicos de rifidn del grupo control (CT) y del grupo tratado con SAC 200 mg/Kg.
Microscopia de luz, panel superior 10X y panel inferior 40X. Tincidon de hematoxilina
y eosina. Se sefalan las siguientes estructuras: Corpusculo renal (CR), Tubulos
renales (TR) y Capa parietal de la capsula de Bowman (CP).




6.2 Higado
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En la tabla 7 se presenta el numero de 6rganos que presentaron esteatosis y cambio
en la estructura celular, en la Figura 16 se presentan imagenes representativas del
grupo control y del grupo tratado con SAC 200 mg/Kg.

Tabla 7. Cantidad de o6rganos tratados y numero de 6rganos que presentaron dafio
histolégico segun la dosis administrada.

Control 25 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
#de con #de Con #de con #de con #de Con
érganos dafo érganos dafo érganos dafo érganos dano érganos dafio
3 0 4 0 5 0 4 1 4 1

Figura 16. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfoldgicas en cortes histologicos
de higado del grupo control (CT) y grupo tratado con SAC de 200 mg/Kg tincion de
hematoxilina y eosina. Microscopia de luz, panel superior 10X, panel inferior 40X. Se
senalan las siguientes estructuras: Vena central del I6bulo hepatico (VC), Lumen de la
vena central (LVC), Eritrocitos en el sinusoide hepatico € y Hepatocito (H).
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En la Figura 17 se presenta una imagen representativa de uno de los higados con
esteatosis del grupo de 200 mg/Kg

Figura 17. Efecto de la SAC sobre la alteracion morfoldgica en corte histolégico
de higado del grupo tratado con SAC de 200 mg/Kg, tincion de hematoxilina y
eosina. Microscopia de luz, 40X. Se sefialan las vacuolas asociadas a esteatosis
con circulos.
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6.3 Pancreas

No se observo dafio en los cortes histolégicos de pancreas de los grupos tratados
con SAC y el grupo control. En la Figura 18 se presentan imagenes representativas
del grupo control y del grupo tratado con SAC (200 mg/Kg).

Figura 18. Efecto de la SAC sobre cortes histologicos de las alteraciones
morfoldégicas en pancreas del grupo control (CT) y del grupo tratado con SAC 200
mg/Kg. Microscopia de luz panel superior 10 X, panel inferior 40X, tincion de
hematoxilina y eosina. Se sefialan las siguientes estructuras Células acinares
serosas del pancreas exocrino (CA) e Islotes de Langerhans (IL) pancreas
endocrino.
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6.4 Bazo

No se observé dafo en el bazo en los grupos tratados con SAC y del grupo control.
En la Figura 19 se observan imagenes representativas del grupo control y el grupo
de 200 mg/Kg, se sefiala la pulpa roja y la pulpa blanca.

Figura 19. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfolégicas en cortes
histolégicos de bazo, del grupo control (CT) y del grupo tratado con SAC 200
mg/Kg. Microscopia de luz, panel superior 10X, panel inferior 40X, tincion de
hematoxilina y eosina. Se sefialan las siguientes estructuras: pulpa roja (PR),
pulpa blanca (PB), arteria central (AC).
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6.5 Pulmoén

En la tabla 8 se presenta el numero de micrografias que presentaron infiltracion de
macréfagos alveolares y engrosamiento de la pared alveolar, en la Figura 20 se
presentan imagenes del grupo control y del grupo de 200 mg/Kg sin dafo.

Tabla 8. Cantidad de 6rganos tratados y numero de 6rganos que presentaron dafio
histolégico (infiltracion de macrofagos alveolares y engrosamiento de la pared alveolar)
segun la dosis administrada.

control 25 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
#de con #de Con #de con #de con #de Con
érganos dafio érganos dafio érganos dafio 6rganos dafo érganos | dafio
2 0 3 0 5 1 4 0 4 2

Figura 20. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfolégicas en cortes
histolégicos de pulmén del grupo control (CT) y del grupo tratado con SAC 200
mg/Kg. Microscopia de luz, panel superior 10X, panel inferior 40X, tincion de
hematoxilina y eosina. Se sefalan las siguientes estructuras: lumen del bronquiolo
(LB) y alveolo pulmonar (AP).
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En la Figura 21 se observa un corte histolégico de pulmén con engrosamiento de
paredes alveolares e infiltracion de macréfagos alveolares.

Figura 21. Cortes histologicos de pulmén, engrosamiento de paredes
alveolares.grupo 200 mg/Kg, 40X, tincién de hematoxilina y eosina.
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6.6 Corazon

No se observo dafio en el tejido cardiaco en ninguno de los grupos tratados con
SAC. En la Figura 22 se muestran imagenes representativas del grupo control y
del grupo de 200 mg/Kg.

Figura 22. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfoldgicas en cortes
histologicos de corazén, del grupo control (CT) y del grupo de 200 mg/Kg.
Microscopia de luz, panel superior 10X, panel inferior 40X, tincion de hematoxilina
y eosina. Se observan fibras cardiacas.
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6.7 Cerebro

No se observo dano histologico en corteza frontal del cerebro en los grupos tratados
con SAC, en la Figura 23 se presentan imagenes representativas del grupo control
y del grupo de 200 mg/Kg.

.

Figura 23. Efecto de la SAC sobre las alteraciones morfolégicas en cortes
histologicos de corteza frontal cerebral, del grupo control (CT) y del grupo tratado
con SAC 200 mg/Kg. Microscopia de luz, panel superior 10X, panel inferior 40X,
tincion de hematoxilina y eosina.
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X. DISCUSION

En este trabajo se analizé el efecto téxico de la administracién subcrénica de la SAC
en ratas macho Wistar, con el fin de proporcionar informacion sobre la funcion de
este compuesto como antioxidante directo e indirecto considerando que el efecto
protector de la SAC ha sido demostrado en diferentes modelos experimentales de
dafo renal, neurotéxico, hepatotoxico y de enfermedades crénico-degenerativas
(Herrera-Mundo et al., 2009)

Hasta ahora el unico trabajo de investigacion que ha evaluado el efecto toxico de la
SAC se realiz6 mediante esquemas de administracion agudos y subagudos (Kodera
et al., 2002) por otro lado en general los estudios que evaluan el efecto protector de
la SAC emplean dosis menores a 300 mg/Kg, y la administracién de la SAC se
realiza de forma previa (revisado en Pérez-Severiano et al., 2004a); en este trabajo
se evaluo el efecto toxico de una dosis de 25 a 200 mg/Kg de SAC en un periodo
de duraciéon de 90 dias, con el fin de demostrar que es posible su uso como un
posible agente terapéutico en enfermedades cronicas, como las enfermedades
neurodegenerativas. Se ha demostrado que la SAC es un antioxidante efectivo y
seguro en modelos animales (Padmanabhan y Prince, 2006); por ello podria resultar
una valiosa herramienta y un agente potencialmente terapéutico para contrarrestar
los eventos perjudiciales de eventos como las enfermedades neurodegenerativas
(Garcia et al., 2014).

En este trabajo no se encontraron cambios significativos en los diferentes
parametros cuantificados en la citometria hematica, en otro estudio (Kodera et al,
2002) en donde se evaluaron dosis de 250, 500, 1000 y 2000 mg/Kg se observo la
disminucién del hematocrito, la hemoglobina, el volumen corpuscular promedio, la
hemoglobina corpuscular promedio y la concentracion corpuscular de la
hemoglobina en ambos géneros de ratas Wistar aunque estos efectos solo se
observaron dosis mayores a 500 mg/Kg.
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Por otro lado, los resultados de nuestro trabajo revelan una disminucion en la
cantidad de proteinas urinarias excretadas en 24 h, lo cual podria sugerir un
incremento en la funcién renal y en el numero de células renales como ya se habia
observado a dosis mayores y en menor tiempo de tratamiento segun Kodera y
colaboradores (2002). Por otro lado, los marcadores de BUN no presentaron
cambios en las dosis empleadas al igual que en el estudio mencionado

anteriormente.

En la medicién de la actividad enzimatica de ALT y AST se esperaria no observar
diferencias significativas con respecto al grupo control al igual que se observo en la
medicion de la actividad enzimatica de la ALP (Kodera et al., 2002); sin embargo, la
metodologia empleada en la medicién de las enzimas ALT y AST no permitio
detectar su actividad en este trabajo, esto podria deberse a fallas en el método
empleado como el que los tiempos empleados para la determinacion debieron ser

menores o se debid usar mayor cantidad de muestra.

En otros estudios se ha observado que con dosis altas de SAC (mayores a 500
mg/Kg) se induce una atrofia en el pancreas, la disminucion de la secrecion de
insulina y no hubo cambios en los niveles de glucosa (Kodera et al., 2002); ademas,
no se encontraron diferencias significativas en los niveles de glucosa y en los cortes

histolégicos del pancreas no se observd ningun tipo de dafio.

En dos de los cortes histoldgicos del higado de los grupos tratados con las dosis
mas altas (100 y 200 mg/Kg) se observo la formacion de vacuolas (esteatosis); estas
vacuolas podrian ser debidas al glucdégeno en los hepatocitos o a las vias biliares
causadas por la acumulacion de lipidos. La presencia de lipidos esta asociada con
factores nutricionales o fuentes extra hepaticas, desordenes metabdlicos o por dafio
téxico. Para poder distinguir entre los lipidos que causan las vacuolas se pueden
usar tinciones para fosfolipidos con la de Sudan negro o el rojo oleoso (Faqui, 2013);
sin embargo, existe un estudio en el que después de la administracién oral de la

SAC con una dosis de 200 mg/Kg durante 20 semanas (140 dias) no se observaron
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cambios en las histologias de higado (Sundaresan y Subramanian, 2008).
Adicionalmente, las histologias obtenidas se reanalizaron por el Dr. Rogelio
Hernandez Pando, Coordinador de la Unidad de Patologia Experimental en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, que asocia el

dano observado al proceso de perfusion.

En las histologias de pulmon de los grupos a los que se les administro la dosis de
50 y 200 mg/Kg, se observé infiltracién de macréfagos alveolares. La funcion de los
macrofagos alveolares es la de eliminar sustancias presentes en el pulmén que
pueden llegar por cualquier ruta, pero principalmente por inhalacién (Faqui, 2013).
Se ha identificado que estas lesiones pueden deberse a infecciones respiratorias en
los animales de laboratorio (Mcinnes, 2012). La ausencia de una asociacion entre
las lesidn y la dosis del farmaco administrado, es interpretado como la ausencia de
causa-efecto, especialmente en las lesiones comunes en los animales de
laboratorio (Faqui, 2013). Agregados de macrofagos son comunes en roedores
grandes y pueden estar asociadas con la respuesta a una gran variedad de
sustancias inhaladas o deshechos enddgenos celulares. Es comun que los
macréfagos se acumulen en los alveolos de los animales en los estudios de
toxicidad donde la via de administracion es por inhalacién o por la traquea en largos

periodos de tiempo (Greaves, 2012).

Finalmente las histologias de bazo, cerebro y corazén, no revelaron dafio,
sugiriendo que la SAC no produce un cambio o lesidon durante su administracion
durante 90 dias. También se sabe que las dosis de 50, 100 y 150 mg/Kg durante 45
dias no tienen efecto sobre fibras cardiacas y las enzimas de dafio entre las que se

mencionaron la ALT y AST (Padmanabhan y Prince, 2006).




=

XI. CONCLUSION

Al administrar SAC durante 90 dias a diferentes grupos de animales con las dosis
de 25, 50, 100 y 200 mg/Kg, no se encontro evidencia significativa que confirme un
efecto téxico en los parametros de la citometria hematica ni en los marcadores de
dano renal, hepatico y pancreatico evaluados. Ademas no se observaron lesiones
asociadas a un dafo toxico en tejidos como bazo, riidn, pancreas, cerebro y
corazén; sin embargo, se observd una disminucion en la excrecion de proteinas
urinarias a 24 h y pocas lesiones en pulmon e higado no directamente asociadas a

la administracion del compuesto en estudio.
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