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Resumen

Varios procesos estan involucrados en la degeneracion del Sistema Nervioso Central
(SNC), incluidas las alteraciones moleculares como el plegamiento y agregacion de
proteinas, la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el estrés oxidante
(EO) y alteraciones bioenergéticas. La potencia oxidativa de ERO se caracteriza por
varias alteraciones metabdlicas, incuidas la alteracion de las membranas lipidicas que
comprometen la integridad celular, la disfunciébn mitocondrial y la disminucion de los
niveles de ATP. A su vez, la disminucion de ATP provoca la despolarizacion de las
membranas celulares y el influjo masivo de iones Ca?* a través de canales activados
por voltaje (excitotoxicidad), lo que activa la formacién de 6xido nitrico (NO) por la
activacion de la NO sintasa (NOS) y conduce a la pérdida de la funcién neuronal por
EO y muerte celular (Olanow, 1993).

El acido quinolinico (QUIN) es una molécula endégena producida por el catabolismo
del triptéfano (Trp) mediante la via de la kinurenina (VK) (Pérez-De la Cruz et al, 2012;
Schwarcz et al, 2012). La relevancia de esta via radica en que la evidencia sugiere que
mas del 90% del Trp es metabolizado a través de esta ruta en el SNC de los mamiferos,
y es responsable de la formacién de metabolitos intermedios con propiedades
neuroactivas, como el acido kinurénico (KYNA) y el QUIN (Schwarcz et al, 2012). El
QUIN constituye una herramienta experimental Gtil para explorar eventos excitotoxicos,
ya que en altas concentraciones, actlla como un agonista en los receptores de N-metil-
D-aspartato (NMDAr), lo que lleva a un aumento intracelular de Ca? *, un metabolismo
alterado y genera muerte neuronal (Stone et al, 2003). También, se ha demostrado que
el QUIN induce EO y neurodegeneracion mediante la formacién de ERO (Santamaria
et al, 2001), ademas aumenta la liberacion de glutamato (GLU) y disminuye su
recaptura (Tavares et al, 2002).

Las ERO tienen un papel importante, a bajas concentraciones, en procesos que regulan
el crecimiento y la diferenciacién celular; sin embargo, en altas concentraciones, las
ERO producen EO (Uttara et al, 2009). El dafio oxidativo secundario a los cambios en
el estado redox, dado por una mayor generacion de ERO y una disminucion de los
mecanismos de defensa antioxidante puede prevenirse mediante moléculas
antioxidantes, que contrarrestan los efectos nocivos de ERO. Ademas, los compuestos

naturales han demostrado ser eficaces para atenuar la formacion de ERO, como la S-




alilcisteina (SAC) (Uttara et al, 2009). La SAC es un componente abundante del
extracto de ajo envejecido que se sintetiza a partir del catabolismo de y-glutamil-S-
alilcisteina (Ide et al, 1996; Ide y Lau, 1997). Se han descrito varias propiedades
antioxidantes para la SAC, incluida su capacidad para neutralizar ERO y especies
reactivas de nitrogeno (ERN), quelar iones Fe?*y Cu?* y reducir la reaccion de Fenton,
y sus acciones estimuladoras en la sintesis de antioxidantes no enzimaticos y
enzimaticos mediante la activacion del Factor de transcripcion relacionado al factor
nuclear eritroide-2 (Nrf2). Nrf2, es también reconocido como el "regulador maestro" de
la homeostasis redox celular, ya que regula al alza la expresion de genes antioxidantes
al formar complejos con el Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE) en una
respuesta defensiva contra agentes xenobidticos y prooxidantes, que se conoce como
respuesta de Fase Il, y recluta enzimas como hemo oxigenasa - 1 (HO-1), glutation S -
transferasa (GST) y glutation peroxidasa (GSH-PX), entre otras (Villeneuve et al, 2010).
Se ha demostrado que, aunque el QUIN puede regular al alza el Nrf2 a corto plazo
como respuesta compensatoria a su cascada toxica (Colin-Gonzélez et al, 2014), esta
respuesta apenas evoca adaptaciones neuroprotectoras suficientes ya que la actividad
de union Nrf2 / ARE disminuye con la toxina (Colonnello et al, 2020). También, es
conocido que la SAC ejerce al menos parte de sus efectos neuroprotectores a través
de la regulacion positiva de la via Nrf2 / ARE (Colin-Gonzalez et al, 2012; Garcia et al,
2014; Song et al, 2020). Aunque algunos de los efectos protectores especificos de la
SAC sobre la neurotoxicidad inducida por el QUIN ya se han demostrado (Pérez-De La
Cruz et al, 2008;), hasta la fecha no se ha comprobado un mecanismo convincente para
atribuir como la SAC mejora el dafio celular excitotéxico en el SNC vy si dicho efecto
esta mediado por la regulacion de las vias de sefializacion antioxidantes. Ademas, la
regulacion inducida por SAC de otras sefiales neuroprotectoras, como la formacion del
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), a favor de la preservacion del tejido
cerebral sometido a agresiones excitotoxicas sigue siendo escasa. De hecho, parte del
proceso de activacion de Nrf2 puede estar subordinado por la estimulacion de la via
BDNF-TrkB. Por lo tanto, para caracterizar ain mas, los mecanismos neuroprotectores
precisos que ofrece la SAC en el contexto de un paradigma excitotoxico, en este trabajo
se investigo si los efectos de mejora de este antioxidante en el patron toxico inducido
por el QUIN estan mediados por la activacion temprana de la via Nrf2 / ARE a través

de la modulacién de la sefializacion ERK 1/2, asi como los niveles de BDNF en tejido.




Abstract

Several processes are involved in the degeneration of the central nervous system
(CNS), including molecular alterations such as protein misfolding and aggregation,
reactive oxygen species (ROS) formation and oxidative stress (OS) and bioenergetics
alterations. The oxidative potency of ROS is characterized by several metabolic
alterations, including disruption of lipid membranes that compromise cell integrity,
mitochondrial dysfunction, and decreased adenosine triphosphate (ATP) levels. In turn,
reduced ATP results in depolarization of cell membranes and massive calcium (Ca2+)
influx through voltage-gated channels (excitotoxicity), thus augmenting nitric oxide (NO)
formation by NO synthase (NOS) activation, and leading to loss of neuronal function by
OS, and cell death (Olanow 1993).

Quinolinic acid (QUIN) is an endogenous molecule produced by the catabolism of
tryptophan (Trp) towards the kynurenine pathway (KP) (Pérez-De la Cruz et al. 2012;
Schwarcz et al. 2012). The relevance of this pathway lies in the evidence suggesting
that more than 90% of Tryp is metabolized through this route in the CNS of mammals,
which is responsible for the formation of intermediate metabolites with neuroactive
properties, such as kynurenic acid (KYNA) and QUIN (Schwarcz et al. 2012). QUIN
constitutes a useful experimental tool to generate and explore excitotoxic events, since
at high concentrations, acts as an agonist on N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAr),
leading to increased intracellular [Ca?*], disrupted metabolism, and neuronal death
(Stone et al. 2003). In addition, QUIN has been shown to induce oxidative damage and
neurodegeneration via ROS formation (Santamaria et al. 2001), as well as glutamate
release and inhibition of glutamate reuptake by glial cells (Tavares et al. 2002).

Cells have developed strategies to use ROS at low concentrations as cell messengers
for regulating growth and differentiation processes; however, at high concentrations,
ROS produce OS (Uttara et al. 2009). Oxidative damage secondary to changes in redox
status comprised of increased ROS generation and decreased antioxidant defense
mechanisms can be prevented by antioxidant molecules, that counteract the noxious
effects of ROS. Also, exogenous antioxidants from natural compounds have been
shown efficacious in attenuating ROS formation; among prominent examples of them
are S-allylcysteine (SAC) (Uttara et al. 2009). SAC is an abundant component of aged

garlic extract, which is synthesized from y-glutamyl-S-allylcysteine catabolism (Ide et al.




1996; Ide and Lau 1997). Several antioxidant properties have been described for SAC,
including its capacity to neutralize ROS and reactive nitrogen species (RNS), its ability
to chelate Fe?* and Cu?* ions and reduce the Fenton reaction and its stimulatory actions
on the synthesis of enzymatic and non-enzymatic antioxidants, the activation of the
cytoprotective nuclear factor erythroid 2 (NFE2)—related factor 2 (Nrf2), and the inhibition
of pro-oxidant enzymes such as xanthine oxidase, cyclo-oxygenase, and nicotinamide
dinucleotide phosphate hydrogen (NADPH) oxidase (Numagami and Ohnishi 2001,
Colin-Gonzélez et al. 2015). Nrf2, also recognized as the “master regulator” of redox
cell homeostasis, upregulates the expression of antioxidant genes by complexing with
the antioxidant response element (ARE) in a defensive response against xenobiotics
and pro-oxidants, which is known as Phase Il response, and recruits enzymes such as
heme oxygenase-1 (HO-1), glutathione S-transferase (GST), and glutathione
peroxidase (GSH-PX), among several others (Villeneuve et al. 2010).

It has been shown that although QUIN can upregulate Nrf2 in a short-term manner as a
compensatory response to its toxic cascade (Colin-Gonzalez et al. 2014), this response
hardly evokes sufficient neuroprotective adaptations since the
Nrf2/ARE binding activity is decreased by the toxin (Colonnello et al. 2020). In addition,
SAC is known to exert at least part of its neuroprotective effects via upregulation of the
Nrf2/ARE pathway (Colin-Gonzélez et al. 2012; Garcia et al. 2014; Song et al. 2020).
Though some of the specific protective effects of SAC on QUIN-induced neurotoxicity
have already demonstrated (Pérez-Severiano et al. 2004; Pérez-De La Cruz et al. 2008;
Elinos-Calderon et al. 2010), to date, no cogent mechanism has been ascertained to
ascribe how SAC ameliorates excitotoxic cell damage in the CNS, and whether such
effect is mediated by the regulation of antioxidant signaling pathways. Furthermore, the
SAC-induced regulation of other neuroprotective signals—such as the formation of brain
derived neurotrophic factor (BDNF)—in favor of the preservation of brain tissue
subjected to excitotoxic insults remains scarce. Indeed, part of the process of Nrf2
activation may be subordinated by BDNF-tropomyosin receptor kinase B (TrkB) pathway
stimulation. Therefore, to further characterize the precise neuroprotective mechanisms
afforded by SAC in the context of an excitotoxic paradigm, here we investigated whether
the ameliorative effects of this antioxidant on the toxic pattern induced by QUIN are
mediated by early activation of the Nrf2/ARE pathway via the modulation of ERK1/2

signaling, as well as BDNF tissue levels.




1. Introduccion

1.1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas representan un grupo de padecimientos
cronicos que se caracterizan por una pérdida neuronal progresiva de diferentes
regiones del SNC, la cual afecta a la poblacion general y tiene repercusiones
sociales y econdmicas importantes (Corona-Vazquez et al, 2002). Diversos factores
genéticos y ambientales participan en la etiologia de las enfermedades
neurodegenerativas lo que produce alteraciones de los sistemas cognitivos,
sensitivos y motores en diversas regiones del cerebro, lo cual influye en el tipo de
padecimiento y a su vez se refleja en las caracteristicas de la enfermedad. Sin
embargo, estas enfermedades tienen en comun varios mecanismos de dafio, como
lo son la generacién de radicales libres y la liberacion de ERO y ERN, el aumento
en la cantidad intracelular de Ca?*, la excitotoxicidad, entre otros. Estos y otros
mecanismos promueven la muerte celular y de esta manera provocan la
neurodegeneracion en el tejido cerebral (Martinez et al, 2003).

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas que se han asociado con el EO se
encuentran: la esclerosis lateral amiotrofica, Huntington, Parkinson y Alzheimer
(Halliwell, 2001; Christen, 2000; Butterfield, 2002). Asi, por ejemplo, en esta Ultima,
diversas investigaciones han demostrado que el dafio oxidante juega un papel
esencial en la pérdida de neuronas y la progresion de la demencia (Christen, 2000).
El péptido téxico B-amiloide, presente en el cerebro de las personas con enfermedad
de Alzheimer, se produce por la accion de los radicales libres y es responsable, en
parte, de la neurodegeneracion observada tanto en la aparicibn como en el progreso
de esta patologia (Butterfield, 2002). Por otro lado, en la enfermedad de Parkinson,
el aumento de EO se asocia a la pérdida de neuronas dopaminérgicas. Las células
de la microglia pueden producir grandes cantidades de O2", y causar la oxidacion
de la dopamina en 6-hidroxidopamina, la cual a su vez puede sufrir una auto-
oxidacion para formar quinonas las cuales inducen disfuncién mitocondrial y
apoptosis neuronal (Halliwell, 2001; Jana et al, 2004).

En la actualidad, el estudio de las enfermedades neurodegenerativas y las

alternativas farmacologicas para estos padecimientos es de suma importancia, por




esta razén hoy en dia, la farmacologia se encuentra en la basqueda de nuevos
principios activos que prevengan o disminuyan los procesos neurodegenerativos,
de tal manera que mantiene abiertas dos grandes lineas de investigacion. La
primera intenta prevenir, retardar o paliar la aparicion de la sintomatologia propia de
la alteracion en los niveles de neurotransmisores, cuyo objetivo principal es
enfocarse en su mantenimiento. La segunda centra sus estudios en los procesos de
muerte neuronal y en la basqueda de farmacos que modulen las rutas moleculares

y celulares implicadas en estos procesos (Segura et al, 2003).

1.2. Excitotoxicidad

Uno de los mecanismos fundamentales en la muerte neuronal es el proceso de
excitotoxicidad, el cual se refiere a la lesion y muerte de las neuronas derivadas de
la exposicion prolongada a GLU debido a la afluencia excesiva de Ca®* y a la
produccion de ERO (figura 1) que conduce a la activacion de enzimas que degradan
proteinas, membranas y acidos nucleicos (Olney,1986; Dong et al, 2009).

El aminoacido GLU es el principal neurotransmisor excitador del SNC, se encuentra
en concentraciones elevadas en las terminales nerviosas, asi como en bajas
concentraciones en el espacio extracelular (< 1 uM) (Ottersen y Storm, 1984;
Gazulla y Cavero, 2006). Las neuronas glutamatérgicas comprenden
aproximadamente el 80 % de la poblacion total de neuronas de la corteza cerebral
(Somogyi et al, 1998), participan en varios procesos fisioldgicos de importancia tales
como el desarrollo de la plasticidad, la memoria y el aprendizaje, asi como en
diversas patologias, entre ellas; la epilepsia, la isquemia cerebral, la enfermedad de
Parkinson, la esquizofrenia, entre otras (Amaray Fontana, 2002; Shigeri et al, 2004).
Las acciones fisiologicas del GLU estdn mediadas a través de la activacion de dos
familias de receptores: los receptores metabotropicos y los receptores ionotropicos
(Lujan- Miras, 2005).
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Figura 1 Mecanismo de excitotoxicidad. La activacion sostenida del receptor N-
metil-D aspartato (NMDAr) por concentraciones incrementadas de glutamato (GLU)
provoca la entrada masiva de calcio a la célula lo que activa enzimas liticas y 6xido
nitrico sintasa (NOS). El dafio mitocondrial y el aumento de la concentracion de
acido araquidonico es uno de los factores implicados en el incremento de ERO, que
conducen a la muerte neuronal provocada por el dafio a biomoléculas y la activaciéon
de programas de muerte apoptoticos. El déficit energético contribuye a la
perpetuacion del proceso degenerativo porque favorece la despolarizacion de la
membrana por la pérdida en el funcionamiento de la bomba sodio/potasio (Na/K
ATPasa) y mantiene el estado activo del NMDAr. Esto sensibiliza a la célula a la
aferencia glutamatérgica normal procedente de la corteza cerebral. (Imagen
modificada de Lorigados et al, 2013).

1.3. Receptores de Glutamato

1.3.1. Receptores metabotréopicos e ionotrépicos

Los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR) comprenden una familia
heterogénea de receptores que estan vinculados a proteinas G, se han clonado y
caracterizado ocho receptores metabotropicos, mGIuR1ls al mGIuR8s, que se
dividen en 3 grupos de acuerdo a las vias de sefalizacion que activan. A diferencia
de los receptores ionotropicos la unién de GLU a estos receptores no activa la

apertura de un canal de forma intrinseca, sino que regula indirectamente la




transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal a través de la activacion o inhibicion
de las diversas vias de sefalizacion. Por esta razon, la activacion de estos
receptores es mas lenta en el inicio y mas duradera en comparacion con los
ionotrépicos (Simeone et al, 2004).

Los receptores ionotropicos de GLU se encuentran involucrados en la
neurotransmision rapida en el cerebro, son permeables a Ca?*, Na* y K*y se
clasifican en tres tipos, en funcidn del agonista que los activa: NMDAr, receptores
para acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropionico (AMPA) y receptores de
acido kainico (Lujan-Miras, 2005). Estos dos Uultimos receptores también se

clasifican como receptores no NMDA (Nakanishi, 1992).

1.3.2. Receptores NMDA

Los NMDAr (Figura 2) se componen de un conjunto de subunidades
heterotetraméricas NR1 y NR2, son permeables a la afluencia de Na+, Ca?* vy el
eflujo de K*. El sitio de union a GLU se localiza en la subunidad NR2, mientras que
el sitio de union para la glicina se ubica en NR1. Una caracteristica Unica del NMDAr
es su sensibilidad al voltaje dependiente del Mg?*, que los mantiene bloqueados.
Ademas, el complejo receptor contiene sitios de unidén para una variedad de
reguladores enddgenos, como poliaminas, zinc y protones. Cada subunidad tiene
un dominio NH2 terminal-extracelular, cuatro dominios transmembranales (M1 a
M4) de los cuales la subunidad M2 contribuye al revestimiento del poro del canal
receptor (Nakanishi, 1992).




Extracelular

06COLLDEELOE66S
. « . LA A A A A

e o 0204 rewwwwwy - e AN N4
POV UOTTTVOIOOTOTOIOUOT , RS OOwPPUOOOOToUN

Intracelular

Figura 2. Estructura del rNMDA. Uno de los dimeros del receptor esta formado
por dos subunidades NR1 y las dos restantes por la combinacion homo o heterdloga
de las subunidades NR2 (A-D) o NR3 (A-B) (Imagen modificada de Ghasemi y
Schachter, 2011).

La activacion de los receptores no-NMDA inducen la afluencia de iones Na* y salida
de K+ y la posterior despolarizacion de la membrana plasmatica, y la remocién del
ion Mg?* que bloqueaba al canal del NMDAr. En el momento que el Mg?* es
removido, la unién de GLU-glicina (co-agonista) a sus sitios de unién activa los
NMDAr, de esta manera hay una mayor entrada de Na* y Ca?* a la célula (Estrada
et al., 2008). En otras palabras, la presencia de ambos receptores al mismo tiempo
en la misma neurona, tiene una funcion secuencial, que comienza con una rapida
despolarizacibn mediada por los receptores no- NMDA, seguido de una
despolarizacién prolongada consecuente con la activacion de NMDAr (Mehdi et al,
2011).

Ya que el GLU activa a sus receptores, este debe ser eliminado del espacio
sinaptico; por uno de los tres mecanismos de eliminacién de neurotransmisores
conocidos; difusion, degradacion enzimatica y recaptura. Este ultimo es el mas
importante y cumple una doble funcion: por un lado, termina con la accion sinaptica
del glutamato y por el otro permite su recuperacién para que esta molécula pueda
ser eventualmente reutilizada. La recaptura del GLU al interior de las células se lleva

a cabo por proteinas especificas llamadas transportadores, las cuales utilizan los




gradientes idnicos de sodio y potasio para moverlo desde el espacio sinaptico hacia
el interior de las neuronas y las células gliales (Corona y Tapia, 2005).

El Ca?* tiene diversas funciones neuronales, participa en el crecimiento y
diferenciacion celular (Yuste y Katz, 1991), procesos de excitotoxicidad (Trifaro y
Vitale, 1993), la excitabilidad de la membrana (Marty y Neher, 1985), la exocitosis,
la actividad sinaptica (Robitaille y Charlton, 1992) y muerte celular (Buchholz et al,
2007). Por lo que su homeostasis es clave para determinar la supervivencia o la
degeneracion neuronal.

La célula posee diferentes mecanismos para mantener la concentracion
citoplasmatica de Ca?* a nivel submicromolar. La concentraciéon de Ca?* intracelular
es regulada por proteinas de union especifica o secuestro a nivel de los organelos
de almacenamiento, como el reticulo endoplasmico y la mitocondria (Carafoli, 1987).
Aunqgue el reticulo endoplasmico presenta una bomba de Ca?*, tiene una baja
capacidad de importacion de éste, mientras que sucede lo contrario con la
mitocondria ya que posee un canal uniporte energizado por el gradiente
electroquimico de protones en la membrana interior mitocondrial, el cual tiene una
alta capacidad de importacién, pero una muy baja afinidad por este catién (Carafoli,
1987). Ambos también poseen mecanismos de salida de Ca?'. La mitocondria
excluye al cation gracias a un intercambiador Na* /Caz+ (0 en algunos casos
H*/Ca?*), mientras que la salida de Ca?* del reticulo endoplasmico se logra a través
de canales regulados: un canal de rianodina y un canal sensible a fosfatidilinositol-
3-fosfato (Berridge, 1984), en el cual se induce la liberacién cuando se produce este
mensajero por accion de las diferentes fosfolipasas C sobre el fosfatidilinositol (4,5)
bisfosfato; esto conlleva a la liberacion del diacilglicerol, otro segundo mensajero
fundamental, que a su vez estimula la proteina cinasa C, con importantes
implicaciones en los mecanismos de sefializacién celular (Berridge, 1984).
También se ha identificado otra forma de regular o modular los niveles de Ca?*
intracelular, la cual esta presente en el aparato de Golgi y en vesiculas secretoras
de insulina en las células B del pancreas. Sin embargo, en estas ultimas células su
funcidn parece estar mas asociada a la secrecion de la hormona que a la regulacion
intracelular del Ca?* (Mitchell et al, 2004).
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1.4. Estrés oxidante

El EO se define como el desequilibrio bioquimico que se produce por la formacién
excesiva de especies reactivas y radicales libres provocando dafio oxidativo a las
biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por las defensas antioxidantes, lo
gue genera un dafo potencial en el organismo (Halliwell, 1992), que se relaciona
con la fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer,
Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotrofica (Pérez y Arancibia, 2007).
Los radicales libres son especies quimicas, que en su estructura atdbmica presentan
uno o varios electrones desapareados en el orbital externo, proporcionandole una
configuracion espacial que produce inestabilidad. Se caracterizan por ser muy
reactivos y tener una vida media corta, por lo que actian cerca del sitio en el que
se formaron (Venereo, 2002). Como producto del metabolismo se generan distintos
tipos de radicales libres, como lo son: las ERO y ERN (Tabla 1). Estas se pueden
clasificar en especies radicales y no radicales, su principal fuente de produccién son
la mitocondria, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear,
citoplasmicay el reticulo endopldsmico, aunque también pueden ser generados por
diversos factores tales como: la contaminacion ambiental, la exposicion a
radiaciones, el tabaco, los medicamentos y algunos xenobi6ticos como plaguicidas,
herbicidas y fungicidas (Maldonado et al, 2010).

Cabe destacar que no todas las especies reactivas son radicales libres, su
importancia radica en que pueden difundir y transformarse facilmente en radicales
libres, lo que les da la capacidad de ser dafiinas para la célula (Kohen y Nyska,
2002).
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Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno

(ERN).
[ B8 =]

Anion superodxido 0,

Hidroxilo «OH

Peroxilo ‘O0OR  Oxido nitrico *NO

Radicales Perhidroxilo ‘OOH  Dioxido de nitrégeno NO;

Alcoxilo ‘OR Nitrato NOs

Di6xido de carbono CO;

Oxigeno singulete 102
Acido nitroso HNO:
Cation nitrosilo NO*

Perdxido de H,0. | Anién nitroxilo NO-

hidrégeno

Acido hipocloroso HOCI | Tetroxido de N20,
dinitrégeno

No Ozono 0 Trioxido de nitrégeno N2O;
Radicales

Peroxidos organicos ROOH ' Peroxinitrito ONOO
Peroxinitrato 0,NOO-
Acido peroxinitroso ONOOH

1.4.1. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular (O2) es uno de los gases mas relevantes de la Tierra,
constituye el 21% de la atmdsfera, conforma el 47% de la corteza terrestre y el 89
% del peso del agua del mar (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). El
oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, pero en altas
concentraciones o bajo ciertas condiciones diferentes a las normales, éste puede
llegar a ser toxico. La toxicidad del oxigeno puede explicarse por la formacion de
las ERO (Hansberg, 2002).

Las ERO representan la clase mas importante de especies oxidantes en los
sistemas vivos (Miller et al, 1990), de las cuales hay tres que poseen mayor
importancia fisiolégica (Miller et al, 1990). Estas se forman como intermediarios en

el proceso de reduccion univalente de una molécula de Oz a H20 en el metabolismo
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celular, estos intermediarios son: radical anién super oxido (O2"), peroxido de
hidrégeno (H20:2) y el radical hidroxilo (*OH); estas moléculas tienen una gran
capacidad de reaccion debido a su alta inestabilidad quimica (Marin-Garcia, 2012).
La principal fuente endégena de ERO es la mitocondria debido a la fuga de
electrones durante su transporte en la cadena respiratoria (Dasuri et al, 2013). La
mitocondria es la fuente principal de generacion de O:2", y se estima que produce
alrededor del 85% de este anidn en la célula. Esta produccion se presenta cuando
la mitocondria incrementa la actividad o hay inhibicién de la cadena respiratoria, lo
que resulta en una produccion crénica de este radical, lo cual favorece un estado
oxidante en la célula (Maia et al, 2007).

La cadena transportadora de electrones (CTE) consta de cuatro complejos proteicos
(I, I, 'y IV) que a través de reacciones redox secuenciales transportan electrones
de un complejo a otro hasta llegar al O2 (Szewczyk y Wojtczak, 2002). Durante este
transporte puede ocurrir la pérdida del 2-5 % de los electrones que escapan para
reaccionar directamente con el Oz (Boveris y Chance, 1973) y generar ERO. Estas
son producidas principalmente por los complejos mitocondriales | (NADH
deshidrogenasa) y Il (ubiquinona-citocromo bcl) en diferentes rutas celulares
(diferenciacién celular, apoptosis, envejecimiento, etc.), un aumento en su
produccion estd relacionado con condiciones patologicas Cuando existe una
sobreproduccién de estas moléculas contribuyen a la etiopatogenia de diferentes
enfermedades (Hamanaka y Chandel, 2010).

Los complejos | y Il de la CTE son los principales sitios de produccién de O2", el
exceso en la produccion de este radical genera una incapacidad de las mitocondrias
para poder producir adenosin trifosfato (ATP) (Andreyen et al, 2005), por lo cual
para mitigar dicho incremento, la mitocondria dispone de enzimas antioxidantes
como la superédxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) que cataliza
la produccion de H20:2 a partir del O2" (que se genera por la respiracion mitocondrial
y es liberado a la matriz mitocondrial). Si el O2" es producido por el complejo IlI, éste
se libera al espacio intermembranal donde es convertido por la superéxido
dismutasa dependiente de cobre zinc (Cu/Zn-SOD) en H202 (Wallace et al, 2010).
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Por otro lado, si la concentracion de H202 rebasa los limites estimados, puede
reaccionar en presencia de hierro dando lugar a la formacién de radicales hidroxilo
(*OH) mediante la reaccion de Fenton. Asi mismo, el H202 y el O2" pueden
reaccionar entre si, en presencia de cationes metalicos, mediante la reaccion de
Haber- Weiss, generando igualmente *OH, una especie altamente reactiva y
oxidante (Figura 3). Alternamente el O2" puede reaccionar con el 6xido nitrico (*NO)
para formar peroxinitrito (ONOQO") (Halliwell, 1992; Peuchen et al, 1997).

La mitocondria y los peroxisomas son considerados como las maximas fuentes
productoras de ERO; sin embargo, existen otras fuentes endoteliales que forman
estas especies como lo son: 1) la NAD(P)H oxidasa localizada en la membrana
plasmatica de células de musculo liso vascular y células endoteliales. Esta enzima
utiiza NADH o NAD(P)H como donadores de electrones para generar O2”
(Sumimoto et al, 2005); 2) la xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidacién de
hipoxantina a xantina y de ésta a acido urico, durante el proceso se genera O2"
(Hammarstrom et al, 1999); 3) la sintasa de 6xido nitrico (NOS) endotelial es una
enzima que cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina produciendo *NO a
partir del &tomo terminal del nitrégeno del grupo guanidinio de la arginina. Esta
reaccion requiere la presencia de FAD, FMN, NADPH, tetrahidrobiopterina, grupo
hemo y calmodulina. En ausencia de cofactores como la tetrahidrobiopterina, la
NOS puede desacoplarse y reducir el Oz para producir O2" en lugar de transferir
electrones a la arginina (Suzuki et al, 2006); 4) el citocromo P450 que oxida acidos
grasos insaturados y xenobioticos y reduce el Oz a 02" y/o H202. Por lo que es
importante mantener un equilibrio entre la produccion de ERO y los mecanismos de

defensa antioxidante, para evitar desencadenar procesos de EO.
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electrones mitocondrial
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Figura 3. Esquema de generacidon de especies reactivas de oxigeno en la
mitocondria (O2") anion superoxido, (Oz2) oxigeno molecular, (\NO) éxido nitrico,
(*OH) radical hidroxilo, (ONOOQO") peroxinitrito, (SOD) superoxido dismutasa, (H202)
peréxido de hidrogeno. (Modificada de Rodriguez, 2009).

1.4.2. Especies reactivas de nitrogeno

Las ERN incluyen especies derivadas del nitrégeno que pueden o no ser radicales
libres. Las especies radicales son; oxido nitrico (*NO) y dioxido de nitrogeno (NO2)
mientras que las no radicales son; catién nitronio (NO?*) y peroxinitrito (ONOO-),
entre otras (Tabla 1). El *NO, es importante debido a que es una molécula de
sefalizacion que esta involucrada en diversos procesos biolégicos. Entre sus
funciones se encuentran: 1) regula la presion sanguinea; 2) actia como mensajero
celular al formar parte de los neurotransmisores gaseosos; 3) participa en la via
fagocitica; y 4) regula el proceso apoptotico a través de la modulacion de caspasas
(Chirino et al., 2006).

El +NO es generado en los tejidos biolégicos por la familia de isoenzimas de la NOS,
que lo sintetiza a partir de la L-arginina, O2 y NADPH (Figura 4). Existen tres
isoformas de esta enzima: la tipo | o neuronal (nNOS) y la tipo 11l o0 endotelial (eNOS)
son constitutivas y reguladas por concentraciones intracelulares del complejo Ca?*
calmodulina. La isoforma tipo Il o inducible (iNOS) es independiente de Ca?*y es

regulada transcripcionalmente por citocinas. En presencia de O2, estas isoenzimas
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catalizan la conversion de L- arginina a L-citrulina con la formacion de *NO a través

de una reaccién oxidativa (Valko et al, 2007; Ljubuncic et al, 2010).

L-arginina+Oz+NADPH+H*
- Sintasa de 6xido nitrico
\ L-citrulina+NADP*

NADPH
04NADPH+H+ 2X92%2 _ 074NO*__, ONOO* —H , HONOO

+
NO* J'
antina l OH*+NO*
Dxldaaa [0” OFN D]
2NO2

Figura 4. Esquema de generacion de Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN).
La reaccion entre el anién superéxido (Oz27) y el 6xido nitrico (*\NO) permite la
formacion de peroxinitrito (ONOO), el cual a su vez es precursor de otras ERN como
el &cido peroxinitroso (HONOO) y del radical diéxido de nitrégeno (NO2). El Oz se
forma de la reduccién del oxigeno molecular por un electrén que puede provenir del
transporte de electrones en la mitocondria, del reticulo endoplasmico o de la accion
enzimatica de diversas enzimas como la NADPH oxidasa. El *NO proviene de la
reaccion enzimatica de la NOS (Tomada de Chirino et al, 2006).

1.5. Sistemas antioxidantes

Un antioxidante con funcion biolégica es cualquier sustancia que retarda, previene
o remueve significativamente la oxidacion de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge,
2015). En bioguimica puede considerarse como un donador de electrones capaz de
evitar una reaccion en cadena de O6xido-reduccion (Ames et al, 1993). Los
antioxidantes se han clasificado de acuerdo a su estructura quimica y funcion

bioldgica, dividiéndolos en enzimaticos y no enzimaticos.
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1.5.1. Antioxidantes enzimaticos
Es bien sabido que las defensas antioxidantes evitan la reduccion univalente del Oz
(Krinsky, 1992). Los antioxidantes enzimaticos son un grupo de enzimas que
inactivan las ERO, como es el caso de las superéxido dismutasas (Cu-SOD vy
MnSOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), entre otras. Ademas, la
célula cuenta con enzimas que se encargan de detoxificar compuestos
electrofilicos, conocidas como enzimas de fase Il, como la familia de las enzimas de
la glutation-S-transferasa (GST). Los mecanismos de detoxificacién involucrados
son los siguientes:
a) SOD: los oligoelementos cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn) y zinc (Zn)
forman parte de la estructura proteica de la SOD que es una metaloenzima, estos
oligoelementos dan lugar a tres tipos de SOD en mamiferos las cuales estan
localizadas en lugares especificos. La SOD 1 o Cu/Zn-SOD que contiene cobre y
zinc se ubica en el citoplasma y en el espacio inter-membranoso mitocondrial, la
SOD 2 0 Mn-SOD contiene manganeso Yy se localiza en la matriz mitocondrial y la
SOD 3 o Cu/Zn-SOD que al igual que la SOD 1 contiene cobre y zinc, pero esta
localizada en el fluido extracelular. Una de las funciones méas importantes de la SOD
es catalizar la dismutacion del Oz a H20z2, para lo que no requiere de co-sustratos.
Su principal funcion es la proteccion contra el Oz (Gémez-Quiroz y Cuevas-Bahia,
2008; Jaramillo et al, 2005; Venereo, 2002).

02" + 02"+ 2H* — H202 + O, (Reaccion 1)
b) La GPx es una enzima dependiente de selenio que cataliza la reduccién del H20:2
o lipoperéxido (LOOH), y utiliza como agente reductor al glutation (GSH). Los
productos de reaccion son el glutatién disulfuro (GSSG) y el agua (Reaccion 2)
(Maiorino et al, 1991; Powers y Lennon, 1999). Esta presente en varias isoformas,
entre las que se encuentran: la GPx plasmatica, la GPx citosdlica y la GPx de
fosfolipidos (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Esta enzima se
encuentra dentro de las enzimas reguladas por la activacion del factor de

transcripcion Nrf2 (Thimmulappa et al, 2002).
H202 + 2GSH — GSSG + H:0 (Reaccion 2)
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c) La Glutation reductasa requiere NADPH y cataliza la conversion de GSSG a GSH,
esta enzima es esencial para el ciclo redox (Harris y Massey, 1997).

d) Las GST son una familia de enzimas que poseen dos isoformas: las GST
citosolicas y las GST microsomales, su funcion primaria es catalizar la conjugacién
del GSH con una gran cantidad de compuestos orgénicos. Las GST pueden reducir
hidroperoxidos de lipidos por medio de una actividad de GPx independiente de
selenio; también pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal, un producto final de la
peroxidacién de lipidos (Sharma et al, 2004).

e) La CAT es una hemoproteina que se concentra principalmente en los
peroxisomas Yy las mitocondrias, su papel antioxidante consiste en disminuir la
formacién del radical *OH por la interaccion del H202 con metales de transicion via
la reaccion de Fenton (Halliwell, 1999). Su mecanismo catalitico tiene lugar en dos
fases: en la primera se lleva a cabo la degradacién de una molécula de H202y se
genera una molécula de agua, en la segunda reacciona la especie oxoferrilo con
otra molécula de H202 (Putnam et al, 2000) Reaccion 3.

2 H202 Latalasa 2 H20 + O, (Reaccion 3)

1.5.2. Antioxidantes no enzimaticos

Algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el GSH, algunos minerales como
el zinc, el selenio o vitaminas como la riboflavina, el &cido ascorbico (vitamina C) y
el a-tocoferol (vitamina E). Estos son fundamentales para la defensa contra el dafio
oxidante ya que actuan como cofactores de enzimas antioxidantes (Krinsky, 1992).
Dentro de los sistemas no enzimaticos destacan:

a) Vitamina E (a-tocoferol): se considera el antioxidante que estd més distribuido en
los seres vivos. Interrumpe la peroxidacion de lipidos en la fase de propagacion
reaccionando con los radicales lipoperoxilos y los alcoxilos. Los tocoferoles al
reaccionar con los radicales peroxilos lipidicos producen hidroperoxidos lipidicos
estables. Los radicales tocoferilos interrumpen la reaccion radicalica en cadena,
evitando de esta manera la lipoperoxidacion. (Burton et al, 1982; Halliwell y
Gutteridge, 2006)
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b) Vitamina C (&cido ascorbico): se encuentra distribuido intra- y extracelularmente,
reacciona en forma directa con el Oz, *OH (Frei et al, 1990; Sauer et al, 2001), lo
gue produce al radical ascorbilo, el cual es reciclado a &cido ascorbico por el sistema
reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (May et al, 1998).

c) Glutation: es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos
(Jocelyn, 1972). El glutatién se puede encontrar de dos formas, segun su estado de
oxido-reduccion; como GSH, o como GSSG. El GSSG estd compuesto por dos
moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteinas. Su forma
reducida se considera como un compuesto antioxidante debido a que impide la
oxidacion de los grupos —SH de las proteinas y tiene la capacidad de reaccionar con
las ERO transfiriéndoles un atomo de hidrégeno (Halliwell y Gutteridge, 2006). Lo
anterior enfatiza la importancia de consumir como parte de nuestra dieta, alimentos

que contengan antioxidantes exdgenos para prevenir el EO.

1.6. El Factor de transcripcion Nrf2

Las ERO y ERN desempefian papeles importantes en diversas vias metabdlicas y
de sefializacion, por lo que la presencia de estas especies es indispensable para el
funcionamiento adecuado de las células. Las ERO y ERN deben encontrarse en un
balance para preservar la homeostasis celular. En caso de un aumento en las
especies oxidantes y de una disminucion en las antioxidantes o viceversa las células
han desarrollado programas dinamicos para contener el estrés causado por estas
moléculas. Hasta la fecha se han descrito mas de 100 genes invoucrados en la
respuesta antioxidante. Entre los factores de transcripcion que se activan por ERO
y ERN destacan el factor nuclear kB (NF kB), la proteina activadora 1 (AP1) y el
factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 (NFE2L2) conocido como Nrf2
(Konigsberg, 2007).
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1.6.1. Factor de transcripcion Nrf2 y la via Keap1/Nrf2/ARE

La induccién de la respuesta de fase Il protege a las células contra el dafio
ocasionado por el estrés oxidante. El analisis gendmico de las secuencias de sus
promotores ha revelado que coinciden en una secuencia especifica de union
llamada elemento de respuesta antioxidante (ARE).

Los ARE actuan en cis con una secuencia definida como 5-TGACnhnnGCA- 3', en
genes que codifican para enzimas de fase Il, de desintoxicacion y proteinas
antioxidantes como la NAD(P)H: quinona o6xidorreductasa (NQO1), la GST y la
glutamato cisteina ligasa (yGCL), entre otras. El Nrf2 forma complejos con la
secuencia ARE, lo que regula un amplio grupo de genes antioxidantes y
destoxificantes en diversos tipos de células (Lee y Johnson 2004).

ElI Nrf2 forma parte de una familia de proteinas basicas que se caracteriza por tener
un cierre de leucinas (bZip) o "zipper" en la regién C-terminal. La region basica de
Nrf2 es la responsable de la unién al DNA, mientras que la region acida se requiere
para su activacion transcripcional. EI Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la
mayoria de las células, de modo que su actividad se mantiene estrictamente
reguladas, tiene un peso molecular de 95-110 kDa (Lau et al, 2013).

Diversos estudios in vitro y en sistemas celulares de mamiferos llevaron a la
identificacion de la proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch (Keapl), que suprime
hasta en un 80% la traslocacion nuclear y la actividad trancripcional de Nrf2. EI Nrf2
en condiciones basales se encuentra unido a la proteina Keapl reprimiendo su
actividad, esta interaccion es insuficiente para mantener a Nrf2 en el citosol y se ha
descrito que Keapl se asocia al mismo tiempo con el citoesqueleto (Copple et al,
2008).

La degradacion de Nrf2 es un evento que no necesita modificaciones post-
transcripcionales del sustrato debido a que Keapl funciona como un adaptador de
sustratos para el proteosoma. En cuanto a este mecanismo es importante
mencionar que su selectividad y especificidad estan dadas por una proteina llamada
ubiquitina que se une a las proteinas que se van a degradar. Estas proteinas
ubiquitinadas son reconocidas por un complejo conocido como proteosoma 26S que
desdobla y digiere a las proteinas. Este proceso de poliubiquitinacion vy
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reconocimiento del sustrato requiere de la participacion de varias enzimas: las E1
que activan la ubiquitina, las E2 que conjugan la ubiquitina y las E3 que unen la
ubiquitina (Cullinan et al, 2004)

Keapl es un adaptador que une a Nrf2 con Cul-3, una proteina adaptadora del
complejo E3 ubiquitina ligasa (Cullinan et al, 2004). De esta manera la activacion de
Nrf2 y su translocacion al nucleo dependen directamente de su disociacion de
Keapl, que es fomentada por el estrés oxidativo. Las cisteinas responsables de la
transformacion estructural de Keapl y de la liberacion de Nrf2, aunque hasta la
fecha no se ha determinado con certeza cuales son las cisteinas que se modifican
como respuesta a los electrofilos e inductores de estrés. Se han sugerido como
posibles candidatos a la cisteina 183, o bien las cisteinas 273 y 288. Se han
propuesto 7 residuos de cisteina cuyos tioles se oxidan o se modifican
covalentemente, lo que permite la disociacién del complejo Nrf2-Keapl (Figura 5)
(Konigsberg, 2007).

21

——
| —



Figura 5. Modelo de activacion de Nrf2

A) La homodimerizaciéon de
Keapl facilita la interaccion de
Cul3 con los dominios BTB e
IVR, lo cual induce Ia
ubiquitinacién de los residuos
de lisina de Nrf2 y promueve su
degradacion via el proteosoma.
(Tomada de Konigsberg, 2007)

Nrf2
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Degradacién via proteosoma

Oxidantes
y/o Electrofilos

B) La presencia de agentes
oxidantes y/o electrofilos oxida
los sulfhidrilos de las cisteinas
en el dominio IVR de Keapl,
promoviendo la disociacion del
Cis-Ox complejo  Nrf2-Keapl. Los
e oxidantes y/o electrofilos
también inducen la fosforilacion
del residuo de serina 40 de Nrf2,
y todos estos eventos culminan
en la eventual translocacién de
Disociacién del Nrf2 al nucleo. (Tomada de

T — complejo Nrf2-Keap1 i 3nigsberg, 2007)
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1.7. La via de la Kinurenina (VK)

El Trp es uno de los 20 aminoacidos esenciales y sirve como precursor para la
sintesis de proteinas. La ruta catabdlica del Trp en el cerebro de mamiferos, rifién
e higado es la VK (Moroni et al, 1988) (Figura 6). En condiciones fisiologicas se
encarga de la sintesis de novo de la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD") (Beadle et al, 1947), el cual es un acarreador de electrones que se reduce
reversiblemente a NADH por la adicion de dos electrones y un proton en el anillo de
nicotinamida (Ussher et al, 2012).

En el torrente sanguineo el 90% del Trp se encuentra libre mientras que el 10%
restante se une a la albumina. Solamente en su forma libre atraviesa la barrera
hematoencefalica (BHE) con la ayuda de un transportador de aminoacidos tipo L no
especifico y competitivo. De la fraccion de Trp que atraviesa la BHE y llega al
encéfalo, el 95% se degrada por la VK y el 5% restante es metabolizado por la via
metoxindol para la biosintesis de serotonina y melatonina (Jones et al, 2014).

La via inicia con la degradacion del Trp en formilkinurenina por las enzimas
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO1 e IDO2, expresada en monocitos, macrofagos,
microglia, astrocitos, neuronas y en algunos tipos de células troncales) o por la
triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO, expresada en higado) (Lovelacea et al., 2016). La
formilkinurenina se metaboliza en kinurenuna (KYN) por la kinurenina formilasa. La
Kinurenina es el metabolito central de la via, en su metabolismo actlan tres enzimas
diferentes: primero, la kinureninasa forma el acido antranilico (ANA); segundo, la
aminotransferasa (KAT, expresada en astrocitos) forma el &cido kinurenico (KYNA);
y el tercer metabolito se produce en condiciones inflamatorias por la accion la
enzima kinurenina 3-hidroxilasa (en microglia) a 3-hidroxikinurenia (3-HK) (Vamos
et al, 2010, Braidy et al, 2011)

El acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) se produce a partir de dos enzimas: Cuando
su precursor, es el ANA se metaboliza por la acido 3-hidroxiantranilico hidrolasa, en
tanto que si el precursor es 3-HK actia la enzima kinureninasa. La 3-HK es
catalizada por la enzima &cido 3-hidroxiantranilico 3,4-dioxigenasa (3-HAO) para
formar otro metabolito estable, el 2-amino 3-carboximucionato 6-semialdehido

(ACMS) el cual seguird dos vias mas: primero, de la enzima 2-amino 3-
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carboximucionato 6- semialdehido descarboxilasa (ACMSD) formara el precursor 2-
aminomuconato 6- semialdehido (AMS), y por una reaccion espontanea formara el
acido picolinico (AP); y por otro lado, el ACMSD va a sufrir una ciclizacion no
enziméatica para formar el QUIN. Finalmente, el QUIN es degradado por la enzima
acido quinolinico fosforribosiltransferasa (QPRT) para formar NAD* (Vamos et al,
2010, Braidy et al, 2011). Esta via produce tres intermediarios con propiedades
neuroactivas, el KYNA, la 3-HK y QUIN, a continuacién, se muestra su

representacion simple (Figura 6) (Schwarcz y Pellicciari, 2002).

Triptéfano » | Viade la serotonina
TIZIEil,II]D
|
Kinurenina _ KAT . Acido kinurénico
o

!

3-Hidroxikinurenina

Kinureninasa

1

Acido 3-hidroxiantranilico

3-HOA

Acido Quinolinico S| SRS 1Y,

Figura 6. Principales reacciones y enzimas de la via de la kinurenina en células
de mamiferos, como una via para la sintesis de NAD". El recuadro rojo sefiala
una de las kinureninas neuroactivas relevantes para este trabajo, el QUIN. Esquema
basado en Bohar et al, 2015; Parrot y O’Connor 2015; Stone, 2001.
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1.7.1. Acido quinolinico y mecanismo de excitotoxicidad

El QUIN o acido 2,3-piridina-dicarboxilico es un metabolito neuroactivo endégeno
de la VK y es el precursor directo para la formacion de NAD*. Se sintetiza en la
microglia en el estado activo por medio de la IDO como respuesta a un evento
inflamatorio mediante IFN-y y TNFa en el SNC (Stone, 1993; Dantzer et al, 2008;
Schwarcz et al, 2012). Actia como agonista selectivo de los rNMDA, induce una
sobre estimulacion que activa al receptor, permite el paso de Ca?*, genera un evento
neurotéxico y conduce a la muerte neuronal (Kéhler y Schwarcz, 1983).

El QUIN generalmente se encuentra en el cerebro a concentraciones nanomolares
(50-1000 nM) (Wolfensberger et al, 1983). Un factor que contribuye a su incremento
extracelular, es la disminucién en la expresion de la enzima que lo degrada (QPRT,
en astrocitos y células ependimales); esta acumulacion del metabolito favorece
eventos excitotoxicos (Jhamandas et al, 1992).

El QUIN es un anélogo del GLU que produce eventos excitotéxicos cuando sus
niveles basales se incrementan, este metabolito actia como agonista selectivo de
los INMDA, al competir por el sitio de unién a GLU. La union del QUIN al receptor
no excluye la presencia del GLU, ambas moléculas permiten la activacion continua
del receptor y esto mantiene el flujo intracelular del Ca?* de forma masiva (Schwarcz
et al., 1984). Este ion actia como segundo mensajero y activa fosfolipasas, cinasas,
proteasas, endonucleasas, citocromo C, calpainas; también incrementa la expresion
de NOS, disminuye la expresion de la SOD, lo cual favorece el incremento ERO y/o
de ERN (Stone et al, 2012), y conduce a la activacion de caspasas. En conjunto
esto induce la muerte celular por apoptosis o necrosis (Figura 7) (Pérez-De la Cruz
et al., 2012).

El efecto toxico del QUIN también esta relacionado con la capacidad para formar
ERO. En el espacio extracelular el QUIN puede formar complejos con Fe?*, y
promueve la reaccion de Fenton lo que induce la formacion de ERO, especialmente
de *OH (Pérez-De la Cruz et al., 2012). Ademas, el QUIN incrementa la
concentracion de GLU al bloquear sus transportadores en células gliales y evitando
la recaptura del neurotransmisor para que se degrade, potenciando el efecto toxico
del QUIN (Pérez-De la Cruz et al, 2012).

25

——
| —



En conjunto, la via KYN implica metabolitos cuyos efectos primarios pueden estar
mediados a través de sistemas glutamatérgicos y, por tanto, podrian representar
dianas farmacoldgicas para modular la neurotransmision glutamatérgica (Dantzer et
al, 2011; Schwarcz et al, 2012; Stone et al, 2012; Vecsei et al, 2013).
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Figura 7. Representacion de los mecanismos excitotéxicos mediados por el
acido quinolinico QUIN.

El QUIN actia como agonista de GLU en el sitio de union de los NMDAr, lo que
genera una sobre- estimulacion y permite la entrada masiva de Ca?* para activar
diferentes vias de sefalizacién intracelular. A nivel extracelular, forma el complejo
Fe2*/QUIN que favorece la formacién de ERO e induce estrés oxidativo. Finalmente,
en las células gliales, inhibe la recaptura de GLU y potencia el efecto excitatorio
(Imagen tomada con de Pérez-De la Cruz et al, 2012).
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1.8. Microglia y su papel en la modulacion de glutamato y citocinas
inflamatorias

La microglia son las células inmunitarias que funcionan dentro del parénquima
cerebral fuera de los limites de la circulacion periférica. La actividad microglial y su
morfologia es muy sensible al contexto y depende de la distribucién espacial y
temporal de las influencias fisioldgicas o patégenas (Fenn al, 2014; Figuera-Losada
et al, 2014; Kettenmann y Ransom, 2012; Reus et al, 2015; Torres-Platas et al,
2014a; Torres-Platas et al, 2014b).

Durante el estado de vigilancia, la microglia no expresa receptores o
transportadores de GLU. Sin embargo, tras su activacion, la microglia expresa
receptores y transportadores de este aminoacido (EAAT y xC) en su superficie. La
activacion los receptores AMPA y kainato ubicados en la microglia estimula la
produccion y liberacidn de citocinas como el TNFa (Noda et al, 2000; Verkharatsky
y Butt, 2014). La activacion de los receptores mGIuR2 de la microglia promueve la
neurotoxicidad a través de la liberacién adicional de citocinas inflamatorias, GLU y
NO (Piers et al, 2011; Taylor et al, 2005). Aunado a lo anterior, numerosos estudios
implican al TNF en el aumento de la liberacion de GLU microglial. El TNFa aumenta
los niveles extracelulares de dicho neurotransmisor al inducir la liberacion de éste
en la microglia (Takeuchi et al, 2006) y los astrocitos (Bezzi et al., 2001; Petrelli y
Bezzi, 2016). El mecanismo de liberacién de GLU por la microglia esta relacionado
con una mayor expresion de la enzima glutaminasa (que convierte la glutamina en
GLU), lo que indica que las células gliales activadas por el sistema inmunitario
sintetizan activamente este neurotransmisor de una manera similar a las neuronas
(Takeuchi et al, 2008). Ademas, el GLU absorbido por los transportadores de
superficie de la microglia activada también se transmite al citoplasma astrocitico a
través de uniones gap de conexina entre las células microgliales y astrociticas, lo

gue conduce aun mas a la disminucion del funcionamiento y la expresién de EAAT
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astrociticos, promoviendo dafio excitotoxico generalizado (Takeuchi et al, 2008;

Takeuchi et al, 2006) como se muestra a continuacion figura (figura 8).
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Figura 8. Impacto de la inflamacién en la neurotransmisién del glutamato y la
integridad sinaptica.

El panel de la izquierda muestra la sinapsis glutamatérgica en una etapa temprana
de la inflamacion. Niveles elevados de citocinas inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral a (TNFa) y la interleucina (IL) -1B liberadas por las células
inflamatorias activadas, incluidas la microglia, la astrologia y los macréfagos,
aumentan la concentracion de glutamato sinaptico (GLU), asi como del &cido
quinolinico (QUIN), que en conjunto con las ERO y las ERN provocan EO. Los
efectos de las moléculas inflamatorias sobre la morfologia de las células astrociticas
conducen a una disminucion de la capacidad de secuestrar y contener el GLU
dentro de la sinapsis, lo que resulta en un derrame del mismo en el espacio
extrasinaptico. La disminucion simultanea en el niamero y funcionamiento de los
transportadores de aminoacidos excitadores (EAAT) 2 inducidos por la inflamacion
limitan aun mas la capacidad de los astrocitos para amortiguar y eliminar el
glutamato desbordado. La liberacion adicional de glutamato por el aumento de la
actividad del transportador de aminoacidos heteromérico (Xc) solo o en
combinacion con la liberacion de eflujo inverso a través de EAAT por las células
gliales activadas por el sistema inmunitario aumenta ain mas sus concentraciones
extrasinapticas. Se ha demostrado que el aumento sinaptico de este
neurotransmisor como resultado de los cambios inflamatorios tempranos conducen
a la sobreactivacion de receptores ionotropicos intrasinapticos como AMPA y NMDA
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gue potencialmente contribuyen a la excitotoxicidad. También se muestra que el
GLU desbordado se une a los receptores NMDA extrasinapticos que conducen a la
supresion del soporte neurotréfico de factores como el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF). En el panel derecho se observa la sinapsis del GLU en una
etapa tardia de la inflamacién crénica. La progresion de la disfuncion glutamatérgica
ha resultado en una pérdida general de su neurotransmisién. La estimulacion
sostenida de los receptores presinapticos mGIluR2 / 3 mediante la difusion del
glutamato a través del espacio extrasinaptico conduce a la inhibicion de la
neurotransmision excitadora y al aumento del atrapamiento del GLU en las
vesiculas dentro de la membrana presinaptica. El efecto téxico de la
sobreestimulacion del AMPA intrasinaptico durante la activacion inmune temprana
conduce a una diminucién de la regulacion, desensibilizacion y pérdida atrofica de
estos receptores. Lo anterior conduce a la pérdida de la sefializacion de NMDA
intrasinaptica incluso cuando la sefalizacion de NMDA extrasinaptica sigue siendo
alta. Esta relacion alterada de sefalizacion intrasinaptica a extrasinaptica conduce
a atrofia y pérdida regional de neuronas. Finalmente, el aumento de GLU
extrasinptico continuo, el incremento de ERO / ERN y QUIN también contribuyen
a la toxicidad de los astrociticos y oligodendrocitos, o que también conduce a
cambios atréficos en estas células (Imagen modificada de Haroon et al, 2016).

1.9. S-alilcisteina

El Allium sativum, conocido cominmente como ajo, esta constituido por alrededor
de 30 sustancias principales, el compuesto organosulfurado que se encuentra en
mayor proporcion es la SAC, la cual es muy estable debido a sus propiedades
fisicoquimicas (se sabe que permanece de forma inalterada en solucién acuosa por
2 afos), es un polvo blanco cristalino, de olor caracteristico, no higroscopico y con
un punto de fusion de 223.3-223.7°C (Kodera et al, 2002; Lawson, 1998). Los
efectos biolégicos del extracto de ajo envejecido son atribuidos a este compuesto,
aunque la SAC también se puede encontrar en otras presentaciones del ajo como
un constituyente minoritario en el ajo intacto (no mas de 30 pg/g en peso fresco)
(Colin-Gonzélez et al, 2012; Kodera et al, 2002), el ajo triturado (Yan y Zeng, 2005)
y la cebolla (Hsu et al, 2006).

La SAC se puede formar de dos maneras; por medio de una reaccion enzimatica a
partir del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina a SAC mediante la enzima y-
glutamiltransferasa (Kodera et al, 2002), o a partir de una sintesis quimica entre la

L-cisteina y el bromuro de alilo (Maldonado et al, 2003; Nagae et al, 1994).
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1.9.1. Efecto biolégico de SAC

La SAC ejerce diversos efectos farmacoldgicos en el tratamiento y prevencion de
diversas enfermedades (Ray et al, 2011). Se ha descrito que la SAC tiene un gran
namero de propiedades antioxidantes estudiadas en modelos in vitro e in vivo. Estas
propiedades la incluyen como un agente hepatoprotector, cardioprotector,
guimiopreventivo, neuroprotector, entre otros (Mostafa et al, 2000; Maldonado et al,
2003; Cruz et al, 2007; Garcia et al, 2008). Los mecanismos mediante las cuales la
SAC ejerce propiedades antioxidantes son: (figura 9) (Colin-Gonzalez et al, 2012):

a) Atrapador de radicales libres (ERO y ERN), de tal forma que actia como un
antioxidante directo.

b) Transactivador del factor Nrf2 y subsiguiente activacion de la respuesta de fase
II, actuando como un antioxidante indirecto.

c) Inhibidor de enzimas pro-oxidantes (xantina oxidasa, ciclooxigenas, y NADPH
oxidasa).

d) Quelante de metales como Fe?* y Cu?*, lo que evita que se lleve a cabo la
reaccion de Fenton.

e) Inhibidor de la translocacion de NF-kB hacia el nucleo, de tal forma que evita la

sefalizacion apoptética.
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Figura 9. Representacion de los mecanismos protectores mediados por la
SAC.

Mecanismo antioxidante asociado a la S-alilcisteina (SAC). La SAC puede eliminar
el anién superdxido (02, el perdxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (OHs),
el radical peroxinitrito (ONOO" y el radical peroxilo (LOO¢) producido en las células
neuronales, asi como acido hipocloroso (HOCI) y oxigeno singlete (*O2) producido
en las células microgliales (lineas azules). Ademés, SAC también exhibe
propiedades quelantes sobre iones Fe 2* y Cu ?* (linea roja), lo que evita se lleve a
cabo la reaccion de Fenton. SAC también inhibe la translocacion de NF-kB hacia el
nacleo (linea verde), lo cual evita la sefializacion apoptoética. COX-2: ciclooxigenasa-
2, NOX: NADPH oxidasa, nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal, SOD: superoxido
dismutasa, XO: xantina oxidasa (Imagen tomada de Colin-Gonzalez et al, 2012).

Como se mencioné anteriormente el Nrf2 regula la expresion inducible de un gran
namero de genes de enzimas detoxificantes y antioxidantes, de esta manera ofrece
un efecto protector en modelos de estrés oxidante. La disminucidn de este factor es
prevenida por la SAC, ya que es capaz de activarlo en diferentes 6rganos como el
cerebro, el higado y el rifidn (Gomez-Sierra et al, 2014).

La SAC previene la disminucion de los niveles del factor de transcripcion Nrf2 y de
las enzimas Mn-SOD y hemo-oxigenasa (HO-1) en animales tratados con MPTP
(Nishiyama et al, 2001), asi como la respuesta inflamatoria provocada por esta
toxina. En modelos experimentales de la enfermedad de Huntington se encontro
qgue el tratamiento previo con SAC atenud la neurotoxicidad provocada por la
administracion de QUIN en el estriado en ratas (Pérez-Severiano et al, 2004);
disminuyé la lipoperoxidacion y la disfuncion mitocondrial mediada por la toxina
mitocondrial &cido 3-nitropropidnico (Herrera-Mundo et al. 2006; Pérez-De La Cruz
et al, 2006), y redujo la lipoperoxidacion evocada por el QUIN en sinaptosomas de
cerebro de ratas (Pérez-De La Cruz et al, 2006; Elinos-Calderén et al, 2010).
Tomando en cuenta lo anteriormente descrito, la SAC es un antioxidante
prometedor, por lo que resulta conveniente seguir investigando los mecanismos
bajo los que ejerce su papel protector y las vias de sefializacion celular que pudiera

estar modulando para efectuar dicha proteccion.
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1.10. Vias metabdlicas de senalizacion

Existen diversas vias de sefalizacion del sistema inmune, cuya funcidn es transmitir
la informacion del exterior de la célula al citoplasma y al nucleo. Dicha informacion
se transmite de varias maneras, por ejemplo, mediante la activacion de las vias
metabdlicas proteina cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y fosfatidilinositol 3-
cinasa/proteina Akt (PI3K/Akt), implicadas en la respuesta frente al EO y que dan
lugar a la supervivencia celular o a la apoptosis, dependiendo de los niveles de
ROS/RNS.

Hay tres familias clasicas que constituyen las tres rutas principales de MAPK. La
ruta de las cinasas reguladas extracelularmente (ERK 1/2, extracelular signal-
regulated kinase), las cinasas p38 y las c-Jun N-terminal cinasa (JNK). En
condiciones de estrés oxidativo moderado, la via de sefalizacion ERK 1/2 promueve
la supervivencia celular, mientras que las vias JNK y p38 inducen la muerte celular
(Matsuzawa et al, 2005). Considerando que el EO mediado por las ERO generan
cambios en la regulacion de las vias de sefalizacion, este trabajo se centra en
observar si el mecanismo protector de la SAC implica la modulacién de la via de
ERK.

1.10.1. Via de ERK

Las vias ERK regulan principalmente procesos de crecimiento y diferenciacion
celular, por lo que su activacion se lleva a cabo en respuesta a estimulos
mitogénicos, inducidos principalmente por citocinas y factores de crecimiento.
También se pueden activar por estrés oxidativo, o que genera la estimulacion de
los receptores tirosina cinasa, los cuales activan a la proteina RAS mediante
modificaciones tiol (glutationilacién o S-nitrosilacion). RAS, una vez activada,
fosforila y activa de forma secuencial las cinasas MEK 1/2 y ERK 1/2, produciéndose
la translocacién de esta ultima al nucleo, lo que permite la regulacién de diferentes

factores de transcripcion y estimula asi la supervivencia celular (Lander et al, 1997).
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1.11. Factores neurotroéficos

Los factores neurotroficos (FNs) son proteinas que regulan el crecimiento axonal, la
plasticidad sinaptica, la neurotransmision, y la expresion de proteinas sinapticas
(Birling y Price, 1995; Gary y Barde, 1996; Huang y Reichardt, 2001; Tartaglia et al,
2001; Thoenen, 1995). Se ha demostrado que desempeiian un papel importante en
la diferenciacion y supervivencia de las neuronas, algunos FNs también estan
activos en tejidos embrionarios no neuronales, o se pueden liberar durante la edad
adulta en caso de regeneracion tisular, neuroproteccion y plasticidad (Thoenen,
2000; Schinder y Poo, 2000). Cabe destacar que la expresion de estos factores se
puede ver disminuida o incrementada como consecuencia de una enfermedad,
trauma, inflamacion, infeccién o crecimiento tumoral. (Gary y Barde, 1995; Ying et
al, 2003).

Entre los factores neurotréficos destacan las neurotrofinas (NTs), estas proteinas
enddgenas sirven como moduladoras de procesos antiapoptéticos, pero que a la
vez promueven la sinaptogénesis, el mantenimiento, la diferenciacion, la
supervivencia neuronal, la axogénesis y la dendrogénesis (Chan et al, 2001; Huang
y Reichardt, 2001; Snider et al, 1994). De igual forma, se ha evidenciado su papel

en procesos de regeneracion en distintos tejidos (Xiao y Le, 2016).

1.11.1. Neurotrofinas

Las NTs ejercen sus acciones biolégicas principalmente sobre células del sistema
nervioso (Gary y Barde, 1996) aunque existe evidencia que demuestra que estas
moléculas actian en otros sistemas y tejidos, como el musculo esquelético donde
también realizan acciones troficas (Gary y Barde, 1996). Esta familia de polipéptidos
esta relacionada entre si, y se sabe que cumplen diferentes funciones neuronales
como supervivencia, migracion, diferenciacion, desarrollo y plasticidad (Salehi et al,
2003; Salehi et al, 2004; Sofonriew et al, 2001). Son sintetizados inicialmente es su
forma inmadura como pre-pro-proteina. En los mamiferos se han identificado 4 NTs,
las cuales incluyen al Factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina 4 (NT-4) (Barde
et al, 1978; Honh et al, 1990; Levi y Hamburguer,1951). Todas estas NTs tienen un
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papel esencial en la diferenciacidbn neuronal y plasticidad sinaptica en varias
regiones cerebrales relevantes para el aprendizaje y la memoria (McAllister et al,
1999), pero para que realicen sus acciones troficas deben de unirse en la membrana
citoplasmatica a dos diferentes receptores, uno de ellos de alta afinidad tipo tirosina
cinasa (Trk, del inglés Tirosyne Kinase), al que se unirdn en su forma madura, y otro
de baja afinidad (p75NTR) al que se acoplaran en su estado inmaduro (pro-
neurotrofina) (Curtis et al, 1995; Villanueva, 2013).

1.11.2. Factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived
Neurotrophic Factor) es un homodimero de un peso molecular de 27 KD que puede
cruzar la BHE y posteriormente ser almacenado en las plaquetas (Pan et al, 1998;
Poduslo y Curran, 1996).

Su sintesis se realiza en el RE como una proteina precursora (pre-proBDNF), que
posteriormente sera proteoliticamente escindida de dos formas, constituyendo dos
proteinas distintas tanto estructural como funcionalmente: la forma truncada (pro-
BDNF), de 28 KDa, y la forma madura (BDNF) de 14 KDa (Mowla et al, 2001). El
BDNF maduro es considerado la forma activa de esta molécula la cual posee dos
receptores, uno de baja afinidad (p75) y otro de alta afinidad llamado receptor de
tropomiosina relacionado a la cinasa B (TrkB) (Besser y Wank, 1999; Hempstead,
2006; Klein et al, 1991).

Tanto el BDNF como su receptor de alta afinidad estan presentes en axones
terminales presindpticos y en compartimientos dendriticos postsinapticos en las
neuronas (Tyler et al, 2002), asi como en el musculo esquelético (Shelton et al,
1995).

Aunque se ha documentado que esta neurotrofina puede ser producida en tejidos
periféricos como el musculo esquelético, higado, tejido adiposo, musculo liso
bronquial, tejido ovarico, células endoteliales y del sistema inmune (Cassiman et al,
2001; Kawamura et al, 2005; Kermani y Hempsten, 2007; Kerschensteiner et
al,1999; Lommatzsch et al, 1999; Matthews et al, 2009), es importante destacar que

el cerebro sintetiza mas del 75 % en condiciones normales (Rasmussen et al, 2009).
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El BDNF se ha descrito como promotor de varios aspectos del desarrollo cerebral
(McAllister et al, 1991; Garaflos et al, 2005; Greenberg et al, 2009; Jonson-Farley et
al, 2007; Park y Poo, 2013) los cuales son mediados por su receptor TrkB en el
hipocampo y la corteza cerebral (Christie et al, 2008), y llevados a cabo a través de
complejas via de sefalizacion como PI3K/Akt, ERK1/2, PLC y las vias de Ras
(Brunet et al, 1999; Luikart et al, 2008), las cuales promueven la supervivencia
neuronal y convergen en el regulador transcripcional CREB (del inglés
cAMPResponse Element Binding Protein) (Shaywitz y Greenberg, 1999; Gass y
Riva, 2009), el cual se sabe que inhibe la apoptosis, previene la neurodegeneracion
y modula la expresion de genes relacionados con la funcion cognitiva (Balogh et al,
2014; Jain et al, 2013; Ortega, 2015). Si bien se han mencionado los fenbmenos
fisioldégicos en los que BDNF interviene de forma positiva, también es oportuno
sefialar que se ha descrito una disminucion de sus concentraciones con el paso de
los afios, lo que aumenta el riesgo de sufrir patologias neurodegenerativas como
enfermedad de Parkinson, Alzheimer, demencia y deterioro cognitivo leve
(Komulainen et al, 2008; Webster et al, 2006; Yasutake et al, 2006).

1.12. Receptores Trk

La familia de los receptores de tirosina cinasa tienen especial preferencia por una o
mas NTs, en donde el receptor TrkA es a fin por NGF, TrkB a BDNF y NT-4, y TrkC
a NT-3 (Tyler et al, 2002). Sin embargo, a pesar de su especificidad, estos
receptores pueden expresar afinidad, en menor medida, por otras neurotrofinas. Por
ejemplo, se ha determinado que TrkB también puede interactuar con NT-3, mientras
que TrkA haria lo mismo con NT-3 y NT-4 (Berkemeier et al, 1991; Squinto et al,
1991) (Figura 10).

Al enlazarse a su receptor de alta afinidad, las NTs seran llevadas hasta el soma
mediante transporte axonal retrogrado, donde iniciaran diversos efectos promotores
crecimiento neuronal, plasticidad sinaptica, mielinizacion, diferenciacion,
suprvivencia, mediante la activacion de varias vias de sefalizacion intracelular como
IP3, Ras/Erk, AMPK 'y PLC y dentro del nucleo (Huang y Reichardt, 2001; Sofroniew
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et al, 2001; Curtis et al,1995; Patapoutian y Reichardt, 2001; Allsopp et al, 1994;
Farifias y Reichardt, 1996; Huang y Reichardt 2003; Zhang et al, 2000)

NGF BDNF NT3 NT4 proNT

Figura 10. Familia de las neurotrofinas y su interaccion con receptores Trk y
p75

Al enlazarse a su receptor de alta afinidad, las NTs seran llevadas hasta el soma
mediante transporte axonal retrégrado (desde los botones terminales hasta el soma
neuronal), donde seran responsables de iniciar diversos efectos promotores de la
supervivencia, crecimiento neuronal, plasticidad sinaptica, mielinizacién,
diferenciacion, mediante la activacion de varias vias de sefializacion intracelular
como IP3, Ras/Erk, AMPK y PLC y dentro del nucleo. Esquema basado en
Berkemeier et al, 1991; Squinto et al, 1991; Tyler et al, 2002)

1.13 Excitoxicidad y BDNF

La excitotoxicidad se asocia con otros trastornos del SNC agudos y crénicos (Choi,
1988), lo que agrega relevancia al desarrollo de terapias para mitigar la
excitotoxicidad. Un enfoque prometedor es la mejora de las vias de supervivencia,
como las reguladas por BDNF a través de la union a los receptores TrkB. Se ha
sugerido que la promocién de la supervivencia neuronal por el BDNF esta mediada
por la dimerizacion, el aumento de la actividad de la tirosina cinasa (TK) y la

transfosforilacion de su receptor de alta afinidad, TrkB de longitud completa (TrkB-
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FL). Su activacion de TrkB desencadena tres cascadas interconectadas:
MAPK/ERK, PI3K/Akt y PLCy (Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006; Johnson
et al, 2007).

Entre otras funciones, se ha visto que estas cascadas de sefializacion intracelular
activan los factores de transcripcion prosupervivencia CREB (proteina de unién al
elemento de respuesta a AMPc; Bonni et al, 1999) y MEF2 (factor potenciador de
miocitos 2; Liu et al, 2003) que regulan la expresion de genes diana, incluidos los
que codifican BDNF (Tao et al, 1998; Lyons et al, 2012), TrkB (Deogracias et al,
2004) o subunidades NMDAr (Krainc et al, 1998; Desai et al, 2002; Lau et al, 2004).
Hasta la fecha se han demostrado tres mecanismos independientes inducidos por
excitotoxicidad que actlan sobre TrkB: (a) una inversion de las proporciones de
ARNmM desfavorece la expresién de TrkB-FL (asociada a la supervivencia celular)
sobre TrkB-T1 (la cual es una isoforma truncada del receptor, que carece de dominio
cinasa intracelular y est4 asociada a la degeneraciéon) (Gomes et al, 2012; Vidaurre
et al, 2012); (b) la escision de TrkB-FL por la calpaina dependiente de Ca?* genera
un receptor truncado similar a TrkB-T1, lo que incrementa la pérdida de la
supervivencia (Gomes et al, 2012; Vidaurre et al, 2012); y (c) la protedlisis
intramembrana regulada (RIP) de ambas isoformas por la accion de la
metaloproteinasa / y-secretasa arroja ectodominios idénticos que actian como
captadores del BDNF (Tejeda et al, 2016).

Tomando en cuenta lo anterior se sabe algunos de los mecanismos por los cuales
la excitotoxicidad pudiera estar ejerciendo cambios supervivencia a través de la
union BDNF-TrkB, pero se desconoce si el efecto protector de la SAC es modulado
por la regulacién de las vias de sefializacion antioxidante y si parte del proceso de
activacion de Nrf2 puede estar subordinado por la estimulacién de la via BDNF-

TrkB, por lo que este estudio se centra en esclarecerlo.
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2. Justificacion

Considerando que hasta el momento no se ha logrado establecer una terapia
efectiva para detener el deterioro fisico y cognitivo de los pacientes con
enfermedades neurodegenerativas, el desarrollo de nuevas terapias resulta de gran
importancia. El planteamiento de la administracion de antioxidantes exégenos como
la “SAC” presenta ventajas ya que previene la generacion excesiva de las ERO,
evitando asi que se produzca el dafio celular por efecto del EO (Pérez-Severiano et
al, 2004; Pérez-De La Cruz et al, 2008; Elinos-Calderoén et al, 2010) “sin embargo”
es necesario caracterizar los mecanismos y vias de sefalizacion implicadas por los
gue este tratamiento podria estar efectuando su papel neuroprotector, por lo que en
este estudio se empleard un modelo in vitro (rebanadas corticales) que se expondra
a un paradigma excitotdxico con QUIN. Debido a que ERK es una via susceptible al
“‘EO” (Lander et al, 1996), la finalidad de este trabajo es dilucidar si la “SAC” al
desplegar sus propiedades antioxidantes y disminuir el “EO” ejerce cambios en la

modulacion de esta via.

3. Hipotesis

En el modelo experimental de toxicidad inducido por QUIN, el pre-condicionamiento
con la SAC atenuara los efectos neurotoxicos, inflamatorios y oxidantes inducidos
por QUIN, a través de la activacion de mecanismos de sefializacion de la via Nrf2/

Keapl/ARE mediante la modulacién de la via de ERK 1/2.

4. Objetivos
1.1 Objetivo general
Investigar la participacion del antioxidante exégeno SAC en la activacion de Nrf2,

asi como su modulacion en la via de sefializacion ERK1/2.
1.2. Objetivos particulares

» Evaluar el potencial del antioxidante natural derivado del ajo, la S-alilcisteina,

administrada tanto previa como posteriormente al QUIN en rebanadas corticales.
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* Determinar si el pre-condicionamiento o el post-tratamiento con la SAC modifica
la viabilidad mitocondrial, niveles basales de GSH y/o el dafio neuronal

* Cuantificar Nrf2 y su uniéon a su secuencia consenso ARE en los grupos
experimentales y verificar si esté involucrada con los cambios en la expresion de la
enzima HO-1

» Evaluar si existen cambios en expresion/regulacion de ERK1/2 en el pre-
condicionamiento y post-tratamiento con la SAC.

» Evaluar si los cambios en los niveles TNFa y la preservacion de BDNF forman

parte de los mecanismos protectores de la SAC.
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5. Metodologia

5.1. Animales

Se emplearon 10 ratas macho Wistar con un peso entre 270- 320 g. Todos los
animales se obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez’. Se mantuvieron bajo condiciones
constantes de temperatura (25.8+ 3°C) e iluminacion (ciclos de 12 h luz/oscuridad).
Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, con suministro de dieta estandar
(Laboratory Rodent Diet 5001; PMI Feed Inc., Richmond, IN, EEUU) y agua ad
libitum. Durante los experimentos, se realizaron todos los esfuerzos para minimizar
el sufrimiento de los animales. El estudio realizado fue aprobado por el Comité de
Etica (No de oficio 70/15) de Investigacion en Animales del Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”

5.2. Obtencion de rebanadas corticales de cerebro de rata

Se sacrificaron 10 ratas machos Wistar por decapitacion, posteriormente el cerebro
se disecO y se aisld la corteza motora. Se colocO la corteza en papel filtro
(humedecido con solucion fisiologica de Krebs), previamente montado en el
Chopper y se obtuvieron rebanadas con un grosor de 300 um.

El tejido rebanado se colocd en una caja Petri con que contenia buffer de Krebs
(Sacarosa, glucosa, bicarbonato, KCl y MgCl), después se procedi6é a separar las
rebanadas utilizando un microscopio estereoscopico. Se colocd una rebanada por
pozo, los cuales contenian 490 ul de solucidon Krebs. Las rebanadas se dejaron

incubando 30 minutos a 37°C.

5.3. Tratamientos de rebanadas corticales

Por protocolo experimental se utilizé una rata Wistar, del cual se obtuvieron en
promedio 50 rebanadas del tejido cortical que se distribuyeron entre los 5 grupos
experimentales. Después de realizar la pre-incubacion de 30 min, se realizaron los

siguientes tratamientos:
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* Grupo Control (CT): Se incubaron durante 60 min con 500 ul Solucién Krebs,
posteriormente se decantd y se incubaron nuevamente con el mismo volumen de
solucion fisiologica.

* Grupo QUIN (100uM): Se incubaron 60 min con 500 pl de buffer de Krebs pasado
dicho periodo, se retird la solucion y se incubo durante el mismo tiempo con 10 pl
de QUIN y 490 pul de Krebs.

* Grupo SAC (100uM): Las rebanadas fueron incubadas con 10 ul de SAC durante
60 min, después se trataron con 490 ul de solucion Krebs.

* Grupo SAC+QUIN: Se trataron las rebanadas con 10uL SAC (100 uM) y 490 ul de
Krebs durante 60 min, pasado este periodo se incubaron con QUIN 10ul (100uM) y
490 ul de Krebs durante el mismo periodo.

* Grupo QUIN+SAC: Las rebanadas se incubaron con QUIN (100 uM) y

posteriormente con SAC (100 uM) durante 60 min respectivamente.

5.4. Ensayo de Actividad reductora celular (MTT)

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa y NADPH en formazan (compuesto que presenta coloraciéon azul),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
método se utiliza para medir supervivencia y proliferacién celular. La cantidad de
color es directamente proporcional al nimero de mitocondrias viables

Una vez realizados los tratamientos anteriormente mencionados, se retiro el
sobrenadante y se adicion6 300 ul de buffer de Krebs + 15 ul de reactivo MTT (5
mg/ml) y se dejaron incubando durante 60 min a 37°C. Luego de la incubacion se
eliminé el sobrenadante por completo y se agregd 250 ul de alcohol acido (HCI 0.4
N, isopropanol) para extraer el formazan. Se procedio a leer dicho sobrenadante en
un espectofotometro a 570 nm y las rebanadas fueron pesadas. La actividad
reductora metabolica se cuantifico para cada rebanada mediante la obtencion de la

relacion peso/absorbancia.
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5.5. Ensayo de peroxidacion lipidica

La lipoperoxidacion (LPO) es un evento que acompafia la lesién celular, por lo que
la deteccion de sus productos para evaluar el estrés oxidativo es de vital
importancia. EI método méas frecuente para evaluarlo se realiza mediante la
estimacion de malondialdehido (MDA), el cual es originado en las Ultimas etapas de
la peroxidacion lipidica y es una sustancia reactiva al acido tiobarbitirico (TBARS)
(Halliwell y Chirico, 1993). El fundamento de esta técnica se basa en hacer
reaccionar el MDA con TBA en medio &cido, lo que forma un cromégeno rosa, que
posteriormente se estima mediante absorbancia. La concentracion de MDA
estimado es directamente proporcional a la absorbancia.

Terminados los tratamientos de cada grupo, se colocaron las rebanadas en tubo
eppendorf y se adicion6 60 ul de buffer de lisis (NaCl 150 mM, Triton 0.1%, Tris HCI
50 mM, Sacarosa 0.0085gr) y se sonicaron las muestras. Se tomaron 50 pul de la
muestra homogenada y se adicionaron 100 pl de reactivo TBA (0.375 gr TBA, 15 gr
de TCA, 25ml de HCI 1N).

Se pusieron en bafio maria las muestras y una vez comenzada la ebullicion se
dejaron durante 20 min. Pasado el tiempo, se centrifugaron por 15 min a 12,000
r.p.m. Se tomaron 120 ul del sobrenadante de las muestras y se leyeron a 532 nm
en el espectrofotometro.

Los otros 10 ul restantes del homogenado se tomaron para cuantificar proteinas
mediante el método de Lowry et al, 1951) y se leyeron las muestras a 660 nm. Se

establecio la relacion para poder cuantificar las TBARs de cada rebanada.

5.6. Ensayo de GSH/GSSG

La determinacion de GSH y GSSG se realizé mediante el método de Hissin y Hilf
(1976), con ligeras modificaciones. Este método se basa en la capacidad de la
sonda de fluorescencia o-ftaldehido (OPA, dicarboxaldehido oftalico) de reaccionar
con aminas primarias en presencia de grupos tiol, sulfitos y ciano que generan un
compuesto fluorescente (isoindol), detectado a una A de excitacion de 420 nm y 350
nm de emision. Esta reaccion del OPA con el GSH se produce a pH 8 y con GSSG,

a pH 12. Un pH superior a 8 provoca la oxidacion del GSH, por lo cual se adicion6

42

——
| —



N-etilmaleimida (NEM). El contenido total de glutation de la muestra es determinado
por comparacion del valor observado con una curva estandar generada a partir de
concentraciones conocidas de GSH y GSSG.

Después de haber realizado los tratamientos, se agregdé a las rebanadas 500 pul de
solucion Krebs y se almaceno a -70°C. Posteriormente se afiadié 4 ml de buffer de
fosfatos (fosfato de sodio 0.1M, EDTA 0.005M a pH 8.0) y se sonico. Se separ6 500
pl para cuantificacion de proteinas mediante Lowry. El resto se centrifugd a 12,000
r.p.m durante 10 minutos y se guardo el sobrenadante (muestra) para su posterior
andlisis. Para cuantificar GSH se realiz6 Unicamente una dilucion que consistié en
100 pl muestra + 1.8 ml Buffer de fosfatos +100 pl OPA, y se dejo en incubando
durante 15 minutos a temperatura ambiente. EIl GSSG se cuantificé mediante dos
diluciones, la primera consistio en afadir 500 pl de muestra + 200 pl NEM (0.04M)
+ 4.3 ml de NaOH (0.1N) y se incub6 por 30 minutos.

Se procedid a realizar la segunda dilucidbn agregando 100 pl de la primera
dilucion+1.8 ml buffer de fosfatos +100 pl OPA, y se dejé incubando durante 15
minutos a temperatura ambiente. Las absorbancias de GSH como GSSG se
detectaron a una A de excitacion de 420 nm y 350 nm de emision. El contenido total
de glutation de la muestra se determiné por la comparacion del valor observado con
una curva estandar generada a partir de concentraciones conocidas de GSH y
GSSG. El contenido de glutation se cuantificO para cada rebanada mediante la
obtencién de nmol/mg proteina. La cuantificaciébn se expresé como un porcentaje
de reduccion GSH o aumento de GSSG. La actividad de GSH y GSSG del grupo

control se consider6 como 100%.

5.7. Ensayo de viabilidad celular por yoduro de propidio

La visualizacién de una célula con biomoléculas fluorescentes proporciona una
amplia informacioén para el andlisis de las funciones celulares. Diversas actividades
y estructuras de una célula pueden ser objeto de tincibn con compuestos
fluorescentes; los componentes celulares tefiidos mas comunmente son las

membranas celulares, proteinas y nucleotidos.
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Se utilizé yoduro de propidio (Pl) como indicador de viabilidad celular (el cual es un
agente intercalante de ADN, que tiene la capacidad de penetrar las membranas de
células muertas y/o en proceso apoptético/necrético). También se emple6 4',6'-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) como sefalador nuclear (mediante la tincion
cromosOmica por la interaccion de regiones adenina-timina con el ADN). Ambas
tinciones fueron sobrepuestas para identificar co-localizacion. Los resultados se
expresaron como porcentaje de ceélulas visualizadas por tincion de yoduro de
propidio frente al niumero de células tefiidas con DAPI, permitiendo el recuento
celular mediante el uso de un microscopio de fluorescencia (Nicoletti et al., 1991,
Atale et al., 2014).

Terminados los tratamientos, se enjuagaron las rebanadas corticales con solucién
PBS 1X (100ml de soluciéon madre, 700 ml de agua destilada, se ajusté pH 7.4 y se
llevé a un volumen final de 1000 ml con agua) 0.1% Tween 20. Para realizar el
proceso de fijacion se utilizé6 paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.4, durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las rebanadas posteriormente se lavaron tres
veces con PBS frio. Para llevar a cabo la recuperacion de antigeno se precalento el
tampon de recuperaciéon de antigeno (Tris 100 mM, 5% [p / v] urea, pH 9.5) a 95 °
C., después se colocaron los cubreobjetos en esta solucidén y se calentaron a dicha
temperatura por 10 min. Posteriormente, se retiraron los cubreobjetos del buffer y
se sumergieron en PBS. Se lavaron las rebanadas en PBS tres veces mas por 5
minutos.

La permeabilizacion se llevo a cabo mediante la incubacion de las muestras durante
10 minutos con PBS que contenia Tritdn X-100 (PBST). Al finalizar se lavaron las
células con PBS tres veces durante 5 min. Posteriormente las rebanadas se
incubaron con albumina de suero bovino (BSA) al 1% durante 30 minutos para
bloquear la unién inespecifica de anticuerpos. Después se incubaron las rebanadas
con el anticuerpo diluido en BSA al 1% en PBST, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se decanto la solucion y nuevamente se lavaron las rebanadas con PBS.
Se procedié a incubar las células con el anticuerpo secundario en BSA al 1%
durante 1 hora a temperatura ambiente (oscuridad), se desecho la solucion de

anticuerpo secundario y se lavaron tres veces con PBS. Para finalizar se incubd las
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muestras en 0,1-1 ug / ml de DAPI (tincion de ADN) durante 1 minuto y se enjuago
con PBS. El montaje se realiz6 sobre el cubreobjetos con una gota de medio de
montaje y se selld6 con un cubreobjetos (con esmalte de ufias para evitar
desecacion). La relacion Pl / DAPI en todos los tratamientos, se calculé sobre la

base de los pixeles cuantificados por imagen.

5.8. Aislamiento de fracciones citosdélicas y nucleares.

Los cortes corticales se almacenaron a -70°C. En el momento del uso, las rodajas
se molieron en polvo en un mortero congelado, utilizando nitrégeno liquido. Una vez
que el tejido se pulverizd, se obtuvieron fracciones nucleares con el kit NE-PER
(Thermo Scientific, Rockford, IL) de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
suplementado con un inhibidor de la proteasa (Mini céctel inhibidor de la proteasa,
Roche, Alemania, MA) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

5.9. Ensayo de unién a Nrf2 / ARE

La actividad de Nrf2 se determind con el ensayo TransAm Nrf2 (Active Motif,
Carlbad, CA), segun un informe anterior (Silva-Palacios et al., 2019). Los extractos
nucleares (10 ug, no se realiz6 ajuste por proteina) se incubaron con
oligonucledtidos inmovilizados que contenian el sitio de union de la secuencia
consenso ARE (5 5GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3') en placas de 96
pocillos. La forma activa de Nrf2 que unia el oligo se detectdé usando un anticuerpo
primario Nrf2 después de tratar con anticuerpo secundario conjugado con HRP. La
lectura de la actividad depende de la union de los extractos nucleares a la secuencia
ARE (que esta embebida en el pozo de la placa) y de la formacién del complejo
colorido (Ac 1°-Ac 2° acoplado a HRP y TMB). Para analizar esta unién, se midio la
absorbancia a una densidad 6ptica de 450 nm, usando un lector de placas
multimodem Synergy (BioTek, Winooski, VT). Se grafico la absorbancia obtenida en

el ensayo y se reportdé como actividad de union Nrf2/ARE (O. D. 450 nm).
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5.10. Analisis de inmunotransferencia

El Western Blot es una técnica compleja de biologia molecular que se utiliza para
determinar la cantidad de una proteina en una muestra problema. Las técnicas que
se emplean son la electroforesis, la electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa y la deteccion de la proteina deseada por inmunoquimioluminiscencia.
La proteina (30-50 pg) de cada muestra se diluy6é 1:1 con tampdn de muestra de
concentrado Laemmli 2X (Sigma Aldrich, San Luis, MO) y se desnaturalizd por
ebullicibn durante 5 minutos. Las membranas se incubaron con los siguientes
anticuerpos: anti-fosfo-ERK1 / 2 (# 4376, 1:1000) y anti-ERK1 / 2 (# 9102, 1:1000)
de Cell Signaling, Danvers, MA., anti-HO-1 (# 3391, 1:2000) de BioVision, Milpitas,
CA., y anti-a-Tubulina (T9026, 1:10,000) de Sigma-Aldrich, San Luis, MO. La
relacion entre la proteina fosforilada y la proteina total se obtuvo usando la misma
membrana. Se usaron anti-a-tubulina como control de carga para la proteina
citosdlica. El analisis densitométrico se realizé utilizando el software ImageJ (NIH,
Bethesda, MD).

5.11. ELISA de TNFa y BDNF

Los niveles de TNFa y BDNF se midieron en el tejido cerebral usando el ensayo de
inmunoensayo enzimatico ligado a enzimas (ELISA) DuoSet ELISA kit Rat TNFa
Dy510-05 (R&D Systems, Minneapolis, EE. UU., MN) Y el kit DuoSet ELISA Human
/ Mouse BDNF Dy248 con mouse- reaccion cruzada del epitopo de rata (R&D
Systems, Minneapolis, EE. UU. MN), respectivamente, siguiendo las instrucciones
del proveedor. Los cortes cerebrales ponderados se recuperaron y se
homogeneizaron mediante sonicacion usando 300 pl de solucion tampdn de lisis
(Tris 20 mM, sacarosa 0.25 M, EDTA 2 mM, EGTA 10 mM, TritonX-100 1%) que
contiene un coctel inhibidor de proteasa. Las muestras se incubaron en una placa
recubierta con anticuerpo de captura durante 24 h a 4 ° C con PBS-Tween 20
(0,05%) / BSA al 0,5%, se lavaron tres veces y se incubaron con anticuerpo de
deteccion durante 2 h a temperatura ambiente.

El sistema de antigeno-anticuerpo unido se detectd usando sustrato 5,5
tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, EE. UU., MO). Las lecturas de densidad

46

——
| —



Optica se realizaron a 450 nm y 570 nm. El valor corregido se calculé como A450
nm - A570 nm. Ambos ensayos se realizaron por duplicado y sus sensibilidades
fueron de 15,63 pg/ml para ambos, TNFa y BDNF. Los resultados de la muestra se

ajustaron a pg/mg de tejido usando el peso de los tejidos y el factor de dilucion.

5.12. Andlisis estadistico

Los datos son promedios + SEM de al menos 7 (rebanadas) experimentos
independientes en cada grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA
unidireccional seguido de la prueba de comparaciones mdultiples de Bonferroni,
usando el software Prims 6.0 (GraphPad, San Diego, EE. UU., C.A), Un valor de p

< 0.05 se considero estadisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1. La administracion de SAC preserva la actividad reductoral/viabilidad
celular alterada por el QUIN en rebanadas corticales

La capacidad reductora mitocondrial / viabilidad celular se estim6 mediante el
ensayo de reduccion MTT. La Figura 11 muestra la disminuciéon de la capacidad
reductora inducida por QUIN en comparacion con el control (61%; p<0.01). También
se observa que en cortes pre-condicionados con SAC, la pérdida de viabilidad
celular no difiri6 del control, pero si aumento de manera significativa respecto al
grupo de QUIN (18% por arriba del control, 211% por arriba de QUIN; p<0.01 en
comparaciéon con QUIN). Las muestras de tejido expuestas por primera vez a QUIN
y luego tratadas con SAC mostraron una preservacion parcial de la actividad
mitocondrial en respuesta a QUIN (85% por arriba de QUIN; p<0.05 en comparacion

con QUIN). La SAC sola no modifico la capacidad reductora mitocondrial basal.
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Figura 11. Efecto de la SAC sobre las alteraciones en la actividad metabdlica
reductora celular inducida por el QUIN en rebanadas corticales de rata. Las
rebanadas fueron tratadas con QUIN (100uM) y/o SAC (100uM). Cada barra
representa el promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por grupo. #p<0.0001,
diferente del control; ®p<0.005, Bp<0.0001 diferente del grupo QUIN; ANOVA de una
via seguido por la prueba de Bonferroni.
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6.2. SAC previene la peroxidacion lipidica inducida por QUIN en rebanadas
corticales
El dafio oxidativo a los lipidos, evaluado como los niveles de formacion de TBA-RS

(Figura 12), aumento significativamente por QUIN en comparacién con el control
(67%:; p<0.01). Los niveles de este marcador se atenuaron por completo en cortes
expuestos a QUIN pre-condicionados con SAC (1% por debajo del control, 41% por
debajo de QUIN; p<0.01 en comparacion con QUIN), pero solo parcialmente
recuperados en los cortes expuestos primero a QUIN y luego tratados con SAC
(18% por arriba del control, 28% por debajo de QUIN; p<0.05 en comparacion con

QUIN). La SAC sola disminuy¢ la peroxidacion lipidica basal un 43%.
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Figura 12. Efecto de la SAC sobre la peroxidacion lipidica inducida por el QUIN
(100uM) en rebanadas corticales de rata (100uM). Cada barra representa el
promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por grupo. p<0.0001, diferente del control,
bp<0.005, Bp<0.0001 diferente de QUIN; ANOVA de una via seguido por la prueba
de Bonferroni.
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6.3. La SAC mejord los niveles de glutation modificados por el QUIN

La Figura 13 representa el efecto de SAC sobre los cambios inducidos por QUIN en
los niveles de GSH, GSSG y la relacidon GSH / GSSG. En el panel (A), se observa
que el QUIN disminuyd los niveles basales de GSH en un 32% (p<0.05 en
comparaciéon con el control), mientras que las rebanadas pre-condicionadas con
SAC mostraron una recuperacion completa en los niveles de GSH y son
estadisticamente indistinguibles de los controles (25% por arriba del control, 84%
por arriba de QUIN; p<0.01 en comparacién con QUIN). Cuando se expusieron por
primera vez a QUIN y se trataron posteriormente con SAC, las muestras de tejido
mostraron niveles de GSH analogos al control (6% por debajo del control, 30% por
arriba de QUIN; p<0.05 en comparacion con QUIN). La SAC sola aumenté los
niveles basales de GSH en un 48% (p<0.05 en comparacién con el control). En (B),
QUIN aumento los niveles basales de GSSG en un 38% (p<0.05 en comparacion
con el control), mientras que el pre-condicionamiento de SAC en cortes expuestos
a QUIN mostré valores de GSSG por debajo del QUIN (19% por debajo del control,
42% debajo de QUIN; p<0.01). La administracién de SAC después de la exposicidon
a QUIN produjo una disminucién parcial en GSSG en comparacién con el
tratamiento con el grupo de QUIN (13% por arriba del control, 19% por debajo de
QUIN; p<0.05 en comparaciéon con QUIN). La SAC sola disminuyé los niveles
basales de GSSG en un 58% (p<0.05 en comparacion con el control). En el panel
(C), la relacibn GSH/GSSG confirma los resultados descritos en (A) y (B); mientras
gue QUIN redujo esta proporcién en un 60% (p<0.05 en comparacién con el control),
el pre-condicionamiento con SAC mejoré este equilibrio en un 23% por arriba del
control (202% por arriba de QUIN; p<0.01 en comparacién con QUIN) y post-
tratamiento con la SAC no mostro diferencias con respecto al tratamiento de QUIN
(18% por arriba de QUIN). La SAC sola aumenté el valor basal de esta relacion en

un 166% (p<0.05 en comparacién con el control).
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Figura 13. Efecto de la SAC (100uM) sobre los niveles tisulares de GSH (A),
GSSG (B), y el balance GSH/GSSG (C) alterados por el QUIN (100uM) en
rebanadas corticales de cerebro de rata. Cada barra representa el promedio +
S.E.M. de n = 10 rebanadas por grupo (conformando un total de 50 rebanadas para
el andlisis de este protocolo experimental). 2p<0.0001, diferente del control;
bp<0.005, Bp<0.0001 diferente del grupo QUIN; ANOVA de una via seguido por la
prueba de Bonferroni.
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6.4. El tratamiento con SAC redujo el dafo celular inducido por QUIN

La Figura 14 representa el efecto de la SAC sobre el dafio celular inducido por QUIN.
En el panel (A), el aumento de 20x muestra una vista general de las rebanadas
expuestas a Pl después de realizar los tratamientos con QUIN, SAC, SAC + QUIN
0 QUIN + SAC, que representan la amplia poblacion de células en la muestra de
tejido cortical que produce tincion positiva para Pl en el tratamiento con QUIN, que
contrasta con una tincion moderada en el pre-condicionamiento con SAC, y una
tincion parcial en el tratamiento con QUIN mas SAC. Los detalles de los nucleos
tefiidos con DAPI y las células positivas para Pl para cada tratamiento se presentan
en el panel (B) (aumento de 100x), donde especialmente en el tratamiento QUIN, la
tincion de Pl y DAPI se co-localiza (fusiona) en varias células. En el panel inferior,
el grafico muestra la relacion Pl / DAPI en todos los tratamientos, que se calculd
sobre la base de los pixeles cuantificados por imagen. Se puede observar que el
QUIN mejoré la proporcion inicial en un 170% (p <0.05 en comparacién con el
control), mientras que el pre-condicionamiento con SAC redujo el efecto de QUIN
en un 32 % (83 % por arriba del control; p <0.01 en comparacion con QUIN) El
tratamiento QUIN y la posterior administracion de SAC disminuy0 ligeramente el
efecto de QUIN en un 8 % (150 % por arribaa del control; p <0.05 en comparaciéon
con QUIN). SAC solo no cambio la relacién Pl /DAPI de manera significativa en

comparacioén con el control.
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Figura 14. (A,B).Inmunofluorescencia contra IP (rojo) y DAPI (azul) en
rebanadas corticales de rata expuestas a los diferentes tratamientos (20x y
100x, respectivamente). En C, representacion grafica de los conteos de células
inmunopositivas. Las rebanadas fueron tratadas con QUIN (100uM) y/o SAC
(100uM). Cada barra representa el promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por
grupo. 3p<0.0001, diferente del control; ?p<0.005, Bp<0.0001 diferente del QUIN;
ANOVA de una via seguido por la prueba de Bonferroni.
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6.5. La SAC recuperd la actividad de union a Nrf2 / ARE cuya disminucién fue
inducida por QUIN

Para saber si la regulacion positiva y la activacion de Nrf2 estan involucradas en los
efectos protectores tempranos de SAC sobre los eventos excitotdxicos, la actividad
de union a Nrf2 /ARE se midié como un indice del estado funcional de Nrf2. En la
Figura 15, se puede observar que el QUIN disminuy6 este parametro en un 25 %
en comparacion con el control (p<0.01), mientras que el pre-condicionamiento con
SAC condujo a la recuperacion de los niveles basales mostrando un incremento
respecto al QUIN (4 % por arriba del control, 44 % por arriba del tratamiento con
QUIN; p<0.05 en comparacion con QUIN). El tratamiento QUIN mas SAC también
condujo a la recuperacion de los niveles de actividad de unién a Nrf2/ARE hasta
niveles basales (0.5 % por arriba del control, 42 % por arriba del tratamiento con
QUIN; p<0.05 en comparacion con QUIN). Por otro lado, SAC no modifico los

niveles de referencia de este marcador (9 % por arriba del control)
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Figura 15. Efecto de la S-alilcisteina (100 uM) sobre la actividad Nrf2/ARE
alterada por acido quinolinico (100 uM) en rebanadas corticales de rata
incubadas por 60 minutos con ambos agentes. Cada barra representa el
promedio + S.E.M. de n = 6 experimentos por grupo. 2p<0.0001, diferente del
control; ®p<0.0001, diferente de QUIN; ANOVA de una via seguido por la prueba de
Bonferroni.
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6.6. La SAC previno la disminucién en los niveles de la proteina HO-1 inducido
por QUIN
Los niveles de proteina HO-1 se estimaron como un indice funcional de la activacion

del eje Nrf2-ARE (Figura 16). En el panel izquierdo, una inmunotransferencia
representa las bandas de HO-1 de todos los tratamientos, donde la densidad de
esta proteina se reduce claramente en el tratamiento con QUIN y se conserva en
otras condiciones. Segun estas observaciones, la densidad de las bandas medidas
por andlisis densitométrico (panel derecho) revelé que el QUIN redujo los niveles
basales de HO-1 en un 40 % (p <0.01), mientras que el pre-condicionamiento con
SAC previno este efecto inducido por el QUIN (2% por arriba del control, 43 % por
arriba de QUIN; p <0.05 en comparacién con QUIN). Por otro lado, el post-
tratamiento con SAC condujo a la recuperacién parcial de los niveles de proteina en
comparacion con el tratamiento con el QUIN (20 % por debajo del control, 33 % por
arriba de QUIN; N.S.). La SAC no modifico los niveles basales de HO-1 (5 % sobre

el control).
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Figura 16. Efecto de la SAC (100 uM) sobre los niveles tisulares de HO-1
alterados por el QUIN (100 uM) en rebanadas corticales de rata incubadas por
60 minutos con ambos agentes. Cada barra representa el promedio + S.E.M. de
n = 6 experimentos por grupo. 3p<0.0001, diferente del control; °p<0.0001, diferente
del grupo QUIN; ANOVA de una via seguido por la prueba de Bonferroni.
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6.7. La disminuciéon en la fosforilacion de ERK 1/2 inducida por QUIN fue
parcialmente evitada por SAC

La Figura 17 representa los niveles de proteina de la fosforilaciéon de ERK 1/2 como
un indice de activacion de la sefializacion de ERK 1/2. En el panel izquierdo, se
muestran bandas de inmunotransferencia de ERK 1/2 fosforilada y ERK 1/2 total de
todos los tratamientos, donde la mayoria de las condiciones exhiben niveles
disminuidos de la forma fosforilada en comparacion con el control. En el panel
derecho, el andlisis densitométrico confirma que QUIN disminuyd la relacion
pPERK1/2/tRK1/2 basal en un 36% (p<0.05 en comparacion con el control), mientras
gue el pre-condicionamiento con SAC previno parcialmente este efecto (20% debajo
del control, 23% por arriba del tratamiento con QUIN; p<0.05 en comparacion con
QUIN). El post-tratamiento con SAC no modifico el efecto de QUIN solo (35% por
debajo del control). Curiosamente SAC solo también redujo la proporcion basal de
pPERK1/2/tRK1/2 de manera significativa (45% por debajo del control; p<0.05).
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Figura 17. Efecto de la S-alilcisteina (100 uM) sobre los niveles de fosforilacién
de ERK 1/2 alterados por acido quinolinico (100 uM) en rebanadas corticales
de rata incubadas por 60 minutos con ambos agentes. Cada barra representa
el promedio + S.E.M. de n = 6 experimentos por grupo. p<0.0001, diferente del
control; p<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una via seguido por la
prueba de Bonferroni.
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6.8. La SAC disminuyé la disminucion de BDNF inducido por QUIN.

Se estimaron los niveles de BDNF para investigar si los efectos protectores de la
SAC implican la conservacion temprana de la neurotrofina endégena BDNF en el
modelo excitotéxico (Figura 18). EI QUIN redujo los niveles basales de BDNF en un
84 % (p<0.001), mientras que el pre-condicionamiento con SAC previno
parcialmente este efecto (30 % por debajo del control, 329 % por arriba del
tratamiento con el QUIN; p<0.01 en comparacion con el QUIN). El post-tratamiento
con la SAC no modifico el efecto toxico del QUIN (25 % por debajo del tratamiento
con QUIN). La SAC sola no alter¢ los niveles basales de BDNF (5 % por arriba del

control).
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Figura 18. Efecto de la S-alilcisteina (100 uM) sobre los niveles tisulares de
BDNF disminuidos por acido quinolinico (100 uM) en rebanadas corticales de
rata incubadas por 60 minutos con ambos agentes. Cada barra representa el
promedio + S.E.M. de n = 8 experimentos por grupo. 2p<0.0001, diferente del
control; p<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una via seguido por la
prueba de Bonferroni.
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6.9. La SAC previno el aumento inducido por el QUIN en los niveles de TNF-a
Para saber si los efectos protectores ejercidos por la SAC sobre la toxicidad inducida
por el QUIN implicaban la regulacion de sefales inflamatorias tempranas, se
realizaron experimentos adicionales para cuantificar los niveles del factor
proinflamatorio TNF-a (Figura 19). EI QUIN aumento los niveles basales de este
factor en un 103 % (p<0.01), mientras que el tratamiento SAC mas QUIN previno
completamente este efecto (7 % por debajo del control, 73 % por debajo del
tratamiento con QUIN; p<0.01 en comparacion con QUIN). El tratamiento QUIN y
posteriormente con SAC no modificé el efecto toxico de QUIN (86 % por arriba del
control, 9% por debajo del tratamiento con QUIN; p<0,01 en comparacion con el

control). La SAC sola no modifico los niveles basales de TNF-a (5 % por debajo del

control).
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Figura 19. Efecto de la S-alilcisteina (100 uM) sobre los niveles tisulares de
TNFa incrementados por acido quinolinico (100uM) en rebanadas corticales
de rata incubadas por 60 minutos con ambos agentes. Cada barra representa
el promedio + S.E.M. de n = 8 experimentos por grupo. 2p<0.0001, diferente del
control; p<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una via seguido por la
prueba de Bonferroni.

59

——
| —



7. Discusion

En este trabajo por primera vez, fueron evaluados los efectos y los mecanismos que
ejerce la SAC sobre varios marcadores de neurotoxicidad aguda en un modelo de
dafio excitotdxico. La mayor contribucion de este estudio radica en la demostracién
tanto de los mecanismos dafiinos como de proteccion, y los eventos de sefializacion
gue ocurren en condiciones toxicas agudas, lo que valida el uso de modelos simples
para explorar respuestas toxicas y neuroprotectoras. A este respecto, se pueden
generar tres conclusiones principales a partir de los hallazgos de este estudio: 1) la
SAC es un antioxidante eficaz que también ejerce efectos neuroprotectores sobre
los eventos toxicos tempranos inducidos por el QUIN en el tejido cortical; 2) dicha
neuroproteccion se caracteriza por una amplia gama de mediadores, que incluyen
una actividad antioxidante directa, la regulacion positiva del eje Nrf2/ARE con la
subsecuente sefializacién cascada abajo para la regulacion positiva de las enzimas
de fase Il y la conservacion de moléculas endégenas con propiedades protectoras
como el BDNF y GSH; y 3) el pre-condicionamiento de rebanadas con la SAC fue
mas eficaz para mitigar el efecto toxico del QUIN que el post-tratamiento. Los
efectos protectores de la SAC pueden estar asociados con su capacidad para
inducir respuestas antioxidantes directas y para regular al alza la transactivacion
nuclear del Nrf2. El tratamiento con la SAC también aumento los niveles de fosfo-
ERK 1/2 y la neurotrofina BDNF antes de que se administrara el QUIN, lo que
sugiere que un mecanismo por el cual la SAC aumenté la actividad de unién de
Nrf2/ARE implica la modulacién previa de BDNF y la activacién de la sefializacion
de ERK 1/2. Esta consideracion corrobora hallazgos previos que demuestran que la
administracion de antioxidantes como el resveratrol y la curcumina, aumentan la
actividad de fosfo-ERK 1/2 para activar Nrf2, promoviendo la transcripcion de genes
con respuesta antioxidante y contrarrestando agresiones oxidativas y excitotoxicas
(Chen et al, 2005; Santana-Martinez et al, 2019). En apoyo a este concepto, existe
evidencia que indica que la transactivacion de Nrf2 puede ser estimulada por la via
de las Proteinas Cinasas Activadas por Mitdbgenos (MAPK)/ERK (Xu et al, 2006),
induciendo la fosforilacion de este factor como resultado de la interaccion de BDNF

con su receptor TrkB (Deb et al, 2001), lo que sugiere que BDNF regula la via
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MAPK/ERK a favor de la activacion de Nrf2 (Bucolo et al, 2019; Chen et al, 2017,
Santana-Martinez et al, 2019). De acuerdo a la evidencia descrita anteriormente y
a nuestros hallazgos, la disminucion en los niveles de BDNF inducida por QUIN, y
su preservacion por la SAC, sugieren que esta neurotrofina es un objetivo primario
temprano para intentar reducir eventos excitotoxicos y estimular respuestas
neuroprotectoras. En este contexto, es factible considerar que el QUIN puede
reducir la fosforilacion de ERK 1/2 a través de la disminucion de los niveles de
BDNF, inhibiendo asi la activacion de Nrf2/ARE y reduciendo la respuesta
homeostética, lo que conduce a un aumento del dafio oxidativo e inflamatorio.

Por el contrario, el pre-condicionamiento (y en menor medida, el post-tratamiento)
con SAC mostré una respuesta protectora temprana integral que comprende el
aumento de los niveles de GSH, la preservacion de BDNF vy la estimulacion de la
actividad de unién de Nrf2/ARE, con la posterior activacion de sefiales antioxidantes
como la (HO-1). Al respecto, varios reportes indican que la via Nrf2/ARE es
responsable de la formacién de GSH ya que regula la expresion de enzimas como
la gamma-glutamato-cisteina ligasa (GCL) (Cruz-Alvarez et al, 2017). Es de
destacar que a la SAC se le ha conferido la capacidad de activar la via Nrf2/ARE
(Rodrigues y Percival, 2019) y prevenir la oxidacion del GSH ya sintetizado, como
sugieren los hallazgos de este estudio.

Se sabe que la via Nrf2/ARE es responsable de la expresion regulada de varios
genes citoprotectores, incluidos genes antioxidantes, genes para enzimas
involucradas en la sintesis y regeneracion de GSH y genes para la sintesis de
moléculas desintoxicantes. Uno de estos genes regulados por la transactivacion de
Nrf2 es la HO-1 (Alam et al, 1999). Junto con sus productos, la HO-1 ejerce efectos
benéficos a través de la activacion de mecanismos protectores contra las ERO, la
inflamacion y la apoptosis (Gozzelino et al, 2010). Nuestros resultados sugieren que
la SAC puede inducir la regulacion temprana del gen HO-1 a través de la activaciéon
de la union de Nrf2/ARE, y este resultado concuerda con reportes anteriores que
muestran que la administracion aguda de la SAC aumenta los niveles de HO-1 (Jong
et al, 2014).
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En este punto, derivado de nuestros hallazgos, surge la siguiente pregunta: ¢,cémo
se pueden explicar comparativa y mecanisticamente los patrones de expresion de
Nrf2 y HO-1 entre los grupos tratados con la toxina vs. la toxina mas el post-
tratamiento con SAC? Las diferencias conceptuales se pueden atribuir al hecho de
que, en contraste con la segunda condicidn, la excitotoxicidad inducida por el QUIN
si ejercio un efecto sobre TrkB, probablemente mediante la escision de TrkB-FL por
una calpaina dependiente de Ca?*, lo que generaria un receptor truncado similar a
TrkB-T1, pero sin actividad cinasa, como se ha reportado en otros procesos
excitotoxicos (Gomes et al, 2012; Vidaurre et al, 2012). Esto a su vez disminuiria su
capacidad de activacion de la sefializacion ERK 1/2, y con ello la actividad de unién
Nrf2/ARE, generando asi la disminucion en la expresion de enzimas como la HO-1.
Sin embargo, es importante realizar mas estudios para caracterizar mejor la
interaccién de QUIN con este receptor.

Por otro lado, se sabe que tanto la administracibn de antioxidantes como la
transcripcion de genes regulados por Nrf2, tales como la HO-1, la NADPH
deshidrogenasa [quinona 1] (NQO-1) y GCL, pueden inhibir la liberacion de TNF-a,
interleucina-6 (IL-6) y otros mediadores pro-inflamatorios (Reyes-Gordillo et al,
2007; Thimmulappa et al, 2006). Los resultados obtenidos concuerdan con estas
observaciones, ya que SAC indujo la union de Nrf2/ARE, lo que provoc6 un aumento
de las respuestas antioxidantes y la consiguiente disminucién de los niveles de TNF-
a. Nuestros resultados también sugieren que el pre-condicionamiento del tejido
cortical con la SAC facilita una modulacion eficiente de los eventos inflamatorios a
través de la regulacion positiva temprana de la transactivacion del Nrf2.

También encontramos que el dafio celular inducido por el QUIN se mitiga
eficazmente mediante el pre-condicionamiento con la SAC de una manera mas
eficaz que el post-tratamiento, lo que sugiere que el antioxidante dota al tejido
nervioso de recursos protectores para resistir el dafio toxico, preservando la funcién
(mitocondrial), lo cual refleja su capacidad reductora/viabilidad celular y su estado
estructural (mediante la preservacion de la membrana). Con respecto al ensayo de
reduccion de MTT, se ha demostrado que la mayor parte de este proceso depende

de NADPH y tiene lugar fuera de la membrana interna mitocondrial (Berridge y Tan,
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1993); por lo tanto, este método detecta los niveles de NADPH disponibles para la
reduccion de MTT en células viables.

La preservacion de NADPH metabdlicamente activo explica varios eventos
fisioldgicos, incluida la reduccion de GSSG a GSH, entre otros (Riss et al, 2013),
por lo que, la preservacion de la capacidad reductora por la SAC en el modelo téxico
inducido por el QUIN en este estudio refleja no solo la proteccion de las células
funcionales desde etapas tempranas de toxicidad, sino también la participacion
activa de la capacidad antioxidante/reductora relacionada con NADPH como parte
del patrén protector ejercido por la SAC.

Este efecto también estd relacionado con la capacidad antioxidante directa
reportada para la SAC y sus propiedades antiperoxidativas. Se ha demostrado que
la SAC reduce la peroxidacién de lipidos de la membrana tanto en condiciones in
vitro como in vivo (Elinos-Calderon et al, 2010; Garcia et al, 2014; Numagami y
Ohnishi, 2001), y esta propiedad se ha atribuido a su potente capacidad como
atrapador de radicales libres (Numagami y Ohnishi, 2001). Nuestros resultados
apoyan estas observaciones ya que SAC fue eficaz en la prevencion del dafio
oxidativo a los lipidos en el tejido cortical expuesto a QUIN.

En conjunto, la evidencia recopilada en este estudio sugiere que el efecto protector
temprano ejercido por la SAC sobre la toxicidad del QUIN esta asociado con su
capacidad para: 1) inducir respuestas antioxidantes directas y mantener los niveles
de GSH, 2) preservar los niveles de BDNF y estimular la regulacién positiva de ERK
1/2, 3) activar la unién de Nrf2/ARE y con ello la transcripcibn de genes
antioxidantes, y 4) prevenir la disfuncion mitocondrial, la inflamacion y el dafio
celular. Finalmente, en la Figura 20 se muestra una representacion esquematica de
la serie de eventos involucrados en los efectos protectores que ejerce la SAC sobre
los eventos toxicos tempranos provocados por el QUIN en el tejido cortical,

combinados con su descripcion detallada.
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Figura 20. Representacion esquematica de los mecanismos de protecciéon
involucrados en la regulacion de Nrf2 por la S-alilcisteina (SAC) en la corteza
cerebral contra el dafo inducido por acido quinolinico (QUIN). La
administracion de QUIN disminuyé los niveles de proteina del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), lo que evita la estimulacion del receptor de
tropomiosina cinasa-B (TrkBr) (1). La disminucién en la sefializacion de TrkBr evito
la activacion ERK1/2 (2) y, en consecuencia, modificé la actividad del Nrf2 (por la
activacion indirecta de Keapl) (3). La excitotoxicidad y el incremento de ERO
generd cambios conformacionales en Keapl, permitiendo que Nrf2 se disociara y
translocara al nicleo de manera compensatoria, aunque sin una eficiente unién con
su secuencia consenso (4). La disminucion de la uniéon de Nrf2/ARE redujo los
niveles de enzimas de la fase Il (5), asi como la actividad de GSH, los procesos
inflamatorios, el dafio y la muerte celular (6). Por su parte, el pre-condicionamiento
con SAC previno la disminucion de los niveles de BDNF (7), lo que evita la reduccién
de la activacion de ERK1/2 (8), asi como la estabilizaciéon de Nrf2, su translocacién
y activacion nuclear (de manera independiente de Keapl) (9), incrementando los
niveles y la actividad de enzimas antioxidantes de la fase Il (10). También preservo
los niveles de GSH, lo que promueve un adecuado funcionamiento y supervivencia
celular, asi como la mitigacion de posibles procesos oxidativos, inflamatorios y
excitotoxicos (11).
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8. Conclusién

Los hallazgos reportados en este trabajo demuestran que SAC ejerce un efecto
protector sobre los eventos toxicos tempranos provocados por QUIN en rebanadas
corticales que reclutan respuestas antioxidantes, activacion de eventos de
sefalizacion protectora y preservacion de agentes neuroprotectores endégenos.
Estos hallazgos son de gran relevancia, ya que apoyan el concepto de que los
efectos protectores que ejercen los antioxidantes con un amplio espectro de
propiedades protectoras implican la orquestacion de respuestas tempranas que
comprenden sefales antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras
especificas. Por lo tanto, los ensayos clinicos contra los eventos deletéreos que
ocurren en los trastornos neurodegenerativos deben considerar el disefio de
enfoques terapéuticos que exhiban una amplia gama de efectos neuroprotectores
desde las primeras etapas de las condiciones patoldgicas.
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