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Resumen 
Varios procesos están involucrados en la degeneración del Sistema Nervioso Central 

(SNC), incluidas las alteraciones moleculares como el plegamiento y agregación de 

proteínas, la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y el estrés oxidante 

(EO) y alteraciones bioenergéticas. La potencia oxidativa de ERO se caracteriza por 

varias alteraciones metabólicas, incuidas la alteración de las membranas lipídicas que 

comprometen la integridad celular, la disfunción mitocondrial y la disminución de los 

niveles de ATP. A su vez, la disminución de ATP provoca la despolarización de las 

membranas celulares y el influjo masivo de iones Ca2+ a través de canales activados 

por voltaje (excitotoxicidad), lo que activa la formación de óxido nítrico (NO) por la 

activación de la NO sintasa (NOS) y conduce a la pérdida de la función neuronal por 

EO y muerte celular (Olanow, 1993). 
El ácido quinolínico (QUIN) es una molécula endógena producida por el catabolismo 

del triptófano (Trp) mediante la vía de la kinurenina (VK) (Pérez-De la Cruz et al, 2012; 

Schwarcz et al, 2012). La relevancia de esta vía radica en que la evidencia sugiere que 

más del 90% del Trp es metabolizado a través de esta ruta en el SNC de los mamíferos, 

y es responsable de la formación de metabolitos intermedios con propiedades 

neuroactivas, como el ácido kinurénico (KYNA) y el QUIN (Schwarcz et al, 2012). El 

QUIN constituye una herramienta experimental útil para explorar eventos excitotóxicos, 

ya que en altas concentraciones, actúa como un agonista en los receptores de N-metil-

D-aspartato (NMDAr), lo que lleva a un aumento intracelular de Ca2 +, un metabolismo 

alterado y genera muerte neuronal (Stone et al, 2003). También, se ha demostrado que 

el QUIN induce EO y neurodegeneración mediante la formación de ERO (Santamaría 

et al, 2001), además aumenta la liberación 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 diferenciación celular; sin embargo, en altas concentraciones, las 

ERO producen EO (Uttara et al, 2009). El daño oxidativo secundario a los cambios en 

el estado redox, dado por una mayor generación de ERO y una disminución de los 

mecanismos de defensa antioxidante puede prevenirse mediante moléculas 

antioxidantes, que contrarrestan los efectos nocivos de ERO. Además, los compuestos 

naturales han demostrado ser eficaces para atenuar la formación de ERO, como la S-
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alilcisteína (SAC) (Uttara et al, 2009).  La SAC es un componente abundante del 

extracto de ajo envejecido que se sintetiza a partir del catabolismo de γ-glutamil-S-

alilcisteína (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 nitrógeno (ERN), quelar iones Fe2+ y Cu2+ y reducir la reacción de Fenton, 

y sus acciones estimuladoras en la síntesis de antioxidantes no enzimáticos y 

enzimáticos mediante la activación del Factor de transcripción 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 expresión de genes antioxidantes 

al formar complejos con el Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE) en una 

respuesta defensiva contra agentes xenobióticos y prooxidantes, que se conoce como 

respuesta de Fase II, y recluta enzimas como hemo oxigenasa ‐ 1 (HO‐1), glutatión S ‐ 

transferasa (GST) y glutatión 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 tóxica (Colín-González et al, 2014), esta 

respuesta apenas evoca adaptaciones neuroprotectoras suficientes ya que la actividad 

de unión 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 regulación positiva de la vía Nrf2 / ARE (Colín-González et al, 2012; García et al, 

2014; Song et al, 2020). Aunque algunos de los efectos protectores específicos 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 cómo la SAC mejora el daño celular excitotóxico en el SNC y si dicho efecto 

está mediado por la regulación de las vías de señalización antioxidantes. Además, la 

regulación inducida por SAC de otras señales neuroprotectoras, como la formación del 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), a favor de la preservación del tejido 

cerebral sometido a agresiones excitotóxicas sigue siendo escasa. De hecho, parte del 

proceso de activación de Nrf2 puede estar subordinado por la estimulación de la vía 

BDNF-TrkB. Por lo tanto, para caracterizar aún más, los mecanismos neuroprotectores 

precisos que ofrece la SAC en el contexto de un paradigma excitotóxico, en este trabajo 

se investigó si los efectos de mejora de este antioxidante en el patrón tóxico inducido 

por el QUIN están mediados por la activación temprana de la vía Nrf2 / ARE a través 

de la modulación de la señalización ERK 1/2, así como los niveles de BDNF en tejido.  
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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 [Ca2+], disrupted metabolism, and neuronal death 

(Stone et al. 2003). In addition, QUIN has been shown to induce oxidative damage and 

neurodegeneration via ROS formation (Santamaría 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 γ-glutamyl-S-allylcysteine catabolism (Ide et al. 
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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 Fe2+ and Cu2+ 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; 

Colín-González 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 II 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 (Colín-González 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 (Colín-González et al. 2012; García 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-Calderón 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.  
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1. Introducción 
1.1. Enfermedades neurodegenerativas 

Las enfermedades neurodegenerativas representan un grupo de padecimientos 

crónicos que se caracterizan por una pérdida neuronal progresiva de diferentes 

regiones del SNC, la cual afecta a la población general y tiene repercusiones 

sociales y económicas importantes (Corona-Vázquez et al, 2002). Diversos factores 

genéticos y ambientales participan en la etiología 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 características de la enfermedad. Sin 

embargo, estas enfermedades tienen en común varios mecanismos de daño, como 

lo son la generación de radicales libres y la liberación de ERO y ERN, el aumento 

en la cantidad intracelular de Ca2+, la excitotoxicidad, entre otros. Estos y otros 

mecanismos promueven la muerte celular y de esta manera provocan la 

neurodegeneración en el tejido cerebral (Martínez et al, 2003). 

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas que se han asociado con el EO se 

encuentran: la esclerosis lateral amiotrófica, Huntington, Parkinson y Alzheimer 

(Halliwell, 2001; Christen, 2000; Butterfield, 2002). Así, por ejemplo, en esta última, 

diversas investigaciones han demostrado que el daño oxidante juega un papel 

esencial en la pérdida de neuronas y la progresión de la demencia (Christen, 2000). 

El péptido tóxico β-amiloide, presente en el cerebro de las personas con enfermedad 

de Alzheimer, se produce por la acción de los radicales libres y es responsable, en 

parte, de la neurodegeneración observada tanto en la aparición como en el progreso 

de esta patología (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 microglía pueden producir grandes cantidades de O2
•-, y causar la oxidación 

de la dopamina en 6-hidroxidopamina, la cual a su vez puede sufrir una auto-

oxidación para formar quinonas las cuales inducen disfunción mitocondrial y 

apoptosis neuronal (Halliwell, 2001; Jana et al, 2004). 

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

alternativas farmacológicas para estos padecimientos es de suma importancia, por 
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esta razón hoy en día, la farmacología se encuentra en la búsqueda de nuevos 

principios activos que prevengan o disminuyan los procesos neurodegenerativos, 

de tal manera que mantiene abiertas dos grandes líneas de investigación. La 

primera intenta prevenir, retardar o paliar la aparición de la sintomatología propia de 

la alteración 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 búsqueda de fármacos 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 lesión y muerte de las neuronas derivadas de 

la exposición prolongada a GLU debido a la afluencia excesiva de Ca2+ y a la 

producción de ERO (figura 1) que conduce a la activación de enzimas que degradan 

proteínas, membranas y ácidos nucleicos (Olney,1986; Dong et al, 2009). 

El aminoácido GLU es el principal neurotransmisor excitador del SNC, se encuentra 

en concentraciones elevadas en las terminales nerviosas, así como en bajas 

concentraciones en el espacio extracelular (< 1 µM) (Ottersen y Storm, 1984; 

Gazulla y Cavero, 2006). Las neuronas glutamatérgicas comprenden 

aproximadamente el 80 % de la población total de neuronas de la corteza cerebral 

(Somogyi et al, 1998), participan en varios procesos fisiológicos de importancia tales 

como el desarrollo de la plasticidad, la memoria y el aprendizaje, así como en 

diversas patologías, entre ellas; la epilepsia, la isquemia cerebral, la enfermedad de 

Parkinson, la esquizofrenia, entre otras (Amara y Fontana, 2002; Shigeri et al, 2004). 

Las acciones fisiológicas del GLU están mediadas a través de la activación de dos 

familias de receptores: los receptores metabotrópicos y los receptores ionotrópicos 

(Luján- Miras, 2005). 

 
 
 
 
 
 



  
7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 Mecanismo de excitotoxicidad. La activación 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 líticas y óxido 
nítrico sintasa (NOS). El daño mitocondrial y el aumento de la concentración de 
ácido araquidónico es uno de los factores implicados en el incremento de ERO, que 
conducen a la muerte neuronal provocada por el daño a biomoléculas y la activación 
de programas de muerte apoptóticos. El déficit energético contribuye a la 
perpetuación del proceso degenerativo porque favorece la despolarización 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 metabotrópicos e ionotrópicos 
Los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) comprenden una familia 

heterogénea de receptores que están vinculados a proteínas G, se han clonado y 

caracterizado ocho receptores metabotrópicos, mGluR1s al mGluR8s, que se 

dividen en 3 grupos de acuerdo a las vías de señalización que activan. A diferencia 

de los receptores ionotrópicos la unión de GLU a estos receptores no activa la 

apertura de un canal de forma intrínseca, sino que regula indirectamente la 
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transmisión sináptica y la excitabilidad neuronal a través de la activación o inhibición 

de las diversas vías de señalización. Por esta razón, la activación de estos 

receptores es más lenta en el inicio y más duradera en comparación con los 

ionotrópicos (Simeone et al, 2004). 

Los receptores ionotrópicos de GLU se encuentran involucrados en la 

neurotransmisión rápida en el cerebro, son permeables a Ca2+, Na+ y K+ y se 

clasifican en tres tipos, en función del agonista que los activa: NMDAr, receptores 

para ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropiónico (AMPA) y receptores de 

ácido kaínico (Lujan-Míras, 2005). Estos dos últimos 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+, Ca2+ y el 

eflujo de K+. El sitio de unión a GLU se localiza en la subunidad NR2, mientras que 

el sitio de unión para la glicina se ubica en NR1. Una característica única del NMDAr 

es su sensibilidad al voltaje dependiente del Mg2+, que los mantiene bloqueados. 

Además, el complejo receptor contiene sitios de unión para una variedad de 

reguladores endógenos, 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). 
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Figura 2. Estructura del rNMDA. Uno de los dímeros del receptor está formado 
por dos subunidades NR1 y las dos restantes por la combinación homo o heteróloga 
de las subunidades NR2 (A-D) o NR3 (A-B) (Imagen modificada de Ghasemi y 
Schachter, 2011). 
 

La activación de los receptores no-NMDA inducen la afluencia de iones Na+ y salida 

de K+ y la posterior despolarización de la membrana plasmática, y la remoción del 

ion Mg2+ que bloqueaba al canal del NMDAr. En el momento que el Mg2+ es 

removido, la unión de GLU-glicina (co-agonista) a sus sitios de unión activa los 

NMDAr, de esta manera hay una mayor entrada de Na+ y Ca2+ a la célula (Estrada 

et al., 2008). En otras palabras, la presencia de ambos receptores al mismo tiempo 

en la misma neurona, tiene una función secuencial, que comienza con una rápida 

despolarización mediada por los receptores no- NMDA, seguido de una 

despolarización prolongada consecuente con la activación de NMDAr (Mehdi et al, 

2011). 

Ya que el GLU activa a sus receptores, este debe ser eliminado del espacio 

sináptico; por uno de los tres mecanismos de eliminación de neurotransmisores 

conocidos; difusión, degradación enzimática y recaptura. Este último es el más 

importante y cumple una doble función: por un lado, termina con la acción sináptica 

del glutamato y por el otro permite su recuperación para que esta molécula pueda 

ser eventualmente reutilizada. La recaptura del GLU al interior de las células se lleva 

a cabo por proteínas específicas llamadas transportadores, las cuales utilizan los 
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gradientes iónicos de sodio y potasio para moverlo desde el espacio sináptico hacia 

el interior de las neuronas y las células gliales (Corona y Tapia, 2005). 

El Ca2+ tiene diversas funciones neuronales, participa en el crecimiento y 

diferenciación 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 sináptica (Robitaille y Charlton, 1992) y muerte celular (Buchholz et al, 

2007). Por lo que su homeostasis es clave para determinar la supervivencia o la 

degeneración neuronal. 

La célula posee diferentes mecanismos para mantener la concentración 

citoplasmática de Ca2+ a nivel submicromolar. La concentración de Ca2+ intracelular 

es regulada por proteínas de unión específica o secuestro a nivel de los organelos 

de almacenamiento, como el retículo endoplásmico y la mitocondria (Carafoli, 1987). 

Aunque el retículo endoplásmico presenta una bomba de Ca2+, tiene una baja 

capacidad de importación de éste, mientras que sucede lo contrario con la 

mitocondria ya que posee un canal uniporte energizado por el gradiente 

electroquímico de protones en la membrana interior mitocondrial, el cual tiene una 

alta capacidad de importación, pero una muy baja afinidad por este catión (Carafoli, 

1987). Ambos también poseen mecanismos de salida de Ca2+. La mitocondria 

excluye al catión gracias a un intercambiador Na+ /Ca2+ (o en algunos casos 

H+/Ca2+), mientras que la salida de Ca2+ del retículo endoplásmico 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 liberación cuando se produce este 

mensajero por acción de las diferentes fosfolipasas C sobre el fosfatidilinositol (4,5) 

bisfosfato; esto conlleva a la liberación del diacilglicerol, otro segundo mensajero 

fundamental, que a su vez estimula la proteína cinasa C, con importantes 

implicaciones en los mecanismos de señalización celular (Berridge, 1984). 

También se ha identificado otra forma de regular o modular los niveles de Ca2+ 

intracelular, la cual está presente en el aparato de Golgi y en vesículas secretoras 

de insulina en las células β del páncreas. Sin embargo, en estas últimas células su 

función parece estar más asociada a la secreción de la hormona que a la regulación 

intracelular del Ca2+ (Mitchell et al, 2004). 
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1.4. Estrés oxidante 
El EO se define como el desequilibrio bioquímico que se produce por la formación 

excesiva de especies reactivas y radicales libres provocando daño oxidativo a las 

biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por las defensas antioxidantes, lo 

que genera un daño potencial en el organismo (Halliwell, 1992), que se relaciona 

con la fisiopatología de enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer, 

Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotrófica (Pérez y Arancibia, 2007). 

Los radicales libres son especies químicas, que en su estructura atómica presentan 

uno o varios electrones desapareados en el orbital externo, proporcionándole una 

configuración espacial que produce inestabilidad. Se caracterizan por ser muy 

reactivos y tener una vida media corta, por lo que actúan 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 producción son 

la mitocondria, los lisosomas, los peroxisomas, así como la membrana nuclear, 

citoplásmica y el retículo endoplásmico, aunque también pueden ser generados por 

diversos factores tales como: la contaminación ambiental, la exposición a 

radiaciones, el tabaco, los medicamentos y algunos xenobióticos 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 fácilmente en radicales 

libres, lo que les da la capacidad de ser dañinas para la célula (Kohen y Nyska, 

2002). 
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Tabla 1. Principales especies reactivas de oxígeno (ERO) y de nitrógeno 
(ERN). 

 

 1.4.1. Especies reactivas de oxígeno 
El oxígeno molecular (O2) es uno de los gases más relevantes de la Tierra, 

constituye el 21% de la atmósfera, conforma el 47% de la corteza terrestre y el 89 

% del peso del agua del mar (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). El 

oxígeno 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 tóxico. La toxicidad del oxígeno puede explicarse por la formación de 

las ERO (Hansberg, 2002). 

Las ERO representan la clase más importante de especies oxidantes en los 

sistemas vivos (Miller et al, 1990), de las cuales hay tres que poseen mayor 

importancia fisiológica (Miller et al, 1990). Éstas se forman como intermediarios en 

el proceso de reducción univalente de una molécula de O2 a H2O en el metabolismo 

 ERO ERN 

 Anión superóxido O2
•-

   

 Hidroxilo • OH   

 Peroxilo • OOR Óxido nítrico • NO 

Radicales Perhidroxilo • OOH Dióxido de nitrógeno NO2  

 Alcoxilo • OR Nitrato NO3 

 Dióxido de carbono CO2 
  

 

 
Oxígeno singulete       1O2 

  

   Ácido nitroso HNO2 

   Catión nitrosilo NO+ 

 Peróxido de 
hidrógeno 

H2O2 Anión nitroxilo NO- 

 Ácido hipocloroso HOCI Tetróxido de 
dinitrógeno 

N2O4 

No 
Radicales 

Ozono O3 Trióxido de nitrógeno N2O3 

 Peróxidos orgánicos ROOH Peroxinitrito ONOO- 

   Peroxinitrato O2NOO- 

   Ácido peroxinitroso ONOOH 
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celular, estos intermediarios son: radical anión súper oxido (O2
•-), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH); estas moléculas tienen una gran 

capacidad de reacción debido a su alta inestabilidad química (Marín-García, 2012). 

La principal fuente endógena 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 generación de O2
•-, y se estima que produce 

alrededor del 85% de este anión en la célula. Esta producción se presenta cuando 

la mitocondria incrementa la actividad o hay inhibición de la cadena respiratoria, lo 

que resulta en una producción crónica 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, II, III 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 O2 (Boveris y Chance, 1973) y generar ERO. Éstas 

son producidas principalmente por los complejos mitocondriales I (NADH 

deshidrogenasa) y III (ubiquinona-citocromo bc1) en diferentes rutas celulares 

(diferenciación celular, apoptosis, envejecimiento, etc.), un aumento en su 

producción está relacionado con condiciones patológicas Cuando existe una 

sobreproducción de estas moléculas contribuyen a la etiopatogenia de diferentes 

enfermedades (Hamanaka y Chandel, 2010). 

Los complejos I y III de la CTE son los principales sitios de producción de O2
•-, el 

exceso en la producción de este radical genera una incapacidad de las mitocondrias 

para poder producir adenosín trifosfato (ATP) (Andreyen et al, 2005), por lo cual 

para mitigar dicho incremento, la mitocondria dispone de enzimas antioxidantes 

como la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) que cataliza 

la producción de H2O2 a partir del O2
•- (que se genera por la respiración mitocondrial 

y es liberado a la matriz mitocondrial). Si el O2
•- es producido por el complejo III, éste 

se libera al espacio intermembranal donde es convertido por la superóxido 

dismutasa dependiente de cobre zinc (Cu/Zn-SOD) en H2O2 (Wallace et al, 2010). 
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Por otro lado, si la concentración de H2O2 rebasa los límites estimados, puede 

reaccionar en presencia de hierro dando lugar a la formación de radicales hidroxilo 

(•OH) mediante la reacción de Fenton. Así mismo, el H2O2 y el O2
•- pueden 

reaccionar entre sí, en presencia de cationes metálicos, mediante la reacción de 

Haber- Weiss, generando igualmente •OH, una especie altamente reactiva y 

oxidante (Figura 3). Alternamente el O2
•- puede reaccionar con el óxido nítrico (•NO) 

para formar peroxinitrito (ONOO-) (Halliwell, 1992; Peuchen et al, 1997). 

La mitocondria y los peroxisomas son considerados como las máximas 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 

plasmática de células de músculo liso vascular y células endoteliales. Esta enzima 

utiliza NADH o NAD(P)H como donadores de electrones para generar O2
•- 

(Sumimoto et al, 2005); 2) la xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidación de 

hipoxantina a xantina y de ésta a ácido úrico, durante el proceso se genera O2
•- 

(Hammarström et al, 1999); 3) la sintasa de óxido nítrico (NOS) endotelial es una 

enzima que cataliza la conversión de L-arginina a L-citrulina produciendo •NO a 

partir del átomo terminal del nitrógeno del grupo guanidinio de la arginina. Esta 

reacción 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 O2 para producir O2
•- en lugar de transferir 

electrones a la arginina (Suzuki et al, 2006); 4) el citocromo P450 que oxida ácidos 

grasos insaturados y xenobióticos y reduce el O2 a O2
•- y/o H2O2.  Por lo que es 

importante mantener un equilibrio entre la producción de ERO y los mecanismos de 

defensa antioxidante, para evitar desencadenar procesos de EO. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema de generación de especies reactivas de oxígeno en la 
mitocondria (O2

•-) anión superóxido, (O2) oxigeno molecular, (•NO) óxido nítrico, 
(•OH) radical hidroxilo, (ONOO-) peroxinitrito, (SOD) superóxido dismutasa, (H2O2) 
peróxido de hidrógeno. (Modificada de Rodríguez, 2009). 
 

 
1.4.2. Especies reactivas de nitrógeno 
 
Las ERN incluyen especies derivadas del nitrógeno que pueden o no ser radicales 

libres. Las especies radicales son; óxido nítrico (•NO) y dióxido de nitrógeno (NO2) 

mientras que las no radicales son; catión nitronio (NO2+) y peroxinitrito (ONOO-), 

entre otras (Tabla 1). El •NO, es importante debido a que es una molécula de 

señalización que está involucrada en diversos procesos biológicos. Entre sus 

funciones se encuentran: 1) regula la presión sanguínea; 2) actúa como mensajero 

celular al formar parte de los neurotransmisores gaseosos; 3) participa en la vía 

fagocítica; y 4) regula el proceso apoptótico a través de la modulación de caspasas 

(Chirino et al., 2006). 

El •NO es generado en los tejidos biológicos 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 I o neuronal (nNOS) y la tipo III o endotelial (eNOS) 

son constitutivas y reguladas por concentraciones intracelulares del complejo Ca2+-

calmodulina. La isoforma tipo II o inducible (iNOS) es independiente de Ca2+ y es 

regulada transcripcionalmente por citocinas. En presencia de O2, estas isoenzimas 
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catalizan la conversión de L- arginina a L-citrulina con la formación de •NO a través 

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

 

 
Figura 4. Esquema de generación de Especies Reactivas de Nitrógeno (ERN). 
La reacción entre el anión superóxido (O2

•-) y el óxido nítrico (•NO) permite la 
formación de peroxinitrito (ONOO), el cual a su vez es precursor de otras ERN como 
el ácido peroxinitroso (HONOO) y del radical dióxido de nitrógeno (NO2). El O2

•- se 
forma de la reducción del oxígeno molecular por un electrón que puede provenir del 
transporte de electrones en la mitocondria, del retículo endoplásmico o de la acción 
enzimática de diversas enzimas como la NADPH oxidasa. El •NO proviene de la 
reacción enzimática de la NOS (Tomada de Chirino et al, 2006). 
 
1.5. Sistemas antioxidantes 
Un antioxidante con función biológica es cualquier sustancia que retarda, previene 

o remueve significativamente la oxidación de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge, 

2015). En bioquímica puede considerarse como un donador de electrones capaz de 

evitar una reacción en cadena de óxido-reducción (Ames et al, 1993). Los 

antioxidantes se han clasificado de acuerdo a su estructura química y función 

biológica, dividiéndolos en enzimáticos y no enzimáticos. 
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1.5.1. Antioxidantes enzimáticos 
Es bien sabido que las defensas antioxidantes evitan la reducción univalente del O2 

(Krinsky, 1992). Los antioxidantes enzimáticos son un grupo de enzimas que 

inactivan las ERO, como es el caso de las superóxido dismutasas (Cu-SOD y 

MnSOD), la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPx), entre otras. Además, la 

célula cuenta con enzimas que se encargan de detoxificar compuestos 

electrofílicos, conocidas como enzimas de fase II, como la familia de las enzimas de 

la glutatión-S-transferasa (GST). Los mecanismos de detoxificación 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 mamíferos las cuales están 

localizadas en lugares específicos. 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 o Mn-SOD contiene manganeso y 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 está 

localizada en el fluido extracelular. Una de las funciones más importantes de la SOD 

es catalizar la dismutación del O2
•- a H2O2, para lo que no requiere de co-sustratos. 

Su principal función es la protección contra el O2
•- (Gómez-Quiroz y Cuevas-Bahia, 

2008; Jaramillo et al, 2005; Venereo, 2002). 

                                       O2•- + O2 •- + 2H+ → H2O2 + O2  (Reacción 1) 

b) La GPx es una enzima dependiente de selenio que cataliza la reducción del H2O2 

o lipoperóxido (LOOH), y utiliza como agente reductor al glutatión (GSH). Los 

productos de reacción son el glutatión disulfuro (GSSG) y el agua (Reacción 2) 

(Maiorino et al, 1991; Powers y Lennon, 1999). Está presente en varias isoformas, 

entre las que se encuentran: la GPx plasmática, la GPx citosólica y la GPx de 

fosfolípidos (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Esta enzima se 

encuentra dentro de las enzimas reguladas por la activación del factor de 

transcripción Nrf2 (Thimmulappa et al, 2002). 

                                        H2O2 + 2GSH → GSSG + H2O (Reacción 2) 
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c) La Glutatión reductasa requiere NADPH y cataliza la conversión 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 

citosólicas y las GST microsomales, su función primaria es catalizar la conjugación 

del GSH con una gran cantidad de compuestos orgánicos. Las GST pueden reducir 

hidroperóxidos de lípidos por medio de una actividad de GPx independiente de 

selenio; también pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal, un producto final de la 

peroxidación de lípidos (Sharma et al, 2004). 

e) La CAT es una hemoproteína que se concentra principalmente en los 

peroxisomas y las mitocondrias, su papel antioxidante consiste en disminuir la 

formación del radical •OH por la interacción del H2O2 con metales de transición vía 

la reacción de Fenton (Halliwell, 1999). Su mecanismo catalítico tiene lugar en dos 

fases: en la primera se lleva a cabo la degradación de una molécula de H2O2 y se 

genera una molécula de agua, en la segunda reacciona la especie oxoferrilo con 

otra molécula de H2O2 (Putnam et al, 2000) Reacción 3. 

                               2 H2O2                       2 H2O + O2 (Reacción 3)  

 
1.5.2. Antioxidantes no enzimáticos 
Algunos de los antioxidantes no enzimáticos son: el GSH, algunos minerales como 

el zinc, el selenio o vitaminas como la riboflavina, el ácido ascórbico (vitamina C) y 

el α-tocoferol (vitamina E). Estos son fundamentales para la defensa contra el daño 

oxidante ya que actúan como cofactores de enzimas antioxidantes (Krinsky, 1992). 

Dentro de los sistemas no enzimáticos destacan: 

a) Vitamina E (-tocoferol): se considera el antioxidante que está más distribuido en 

los seres vivos. Interrumpe la peroxidación de lípidos en la fase de propagación 

reaccionando con los radicales lipoperoxilos y los alcoxilos.  Los tocoferoles al 

reaccionar con los radicales peroxilos lipídicos producen hidroperóxidos lipídicos 

estables. Los radicales tocoferilos interrumpen la reacción radicálica en cadena, 

evitando de esta manera la lipoperoxidación. (Burton et al, 1982; Halliwell y 

Gutteridge, 2006) 

Catalasa 
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b) Vitamina C (ácido ascórbico): se encuentra distribuido intra- y extracelularmente, 

reacciona en forma directa con el O2
•-, •OH (Frei et al, 1990; Sauer et al, 2001), lo 

que produce al radical ascorbilo, el cual es reciclado a ácido ascórbico por el sistema 

reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (May et al, 1998).  

c) Glutatión: es el tiol no proteico más abundante en las células de mamíferos 

(Jocelyn, 1972). El glutatión se puede encontrar de dos formas, según su estado de 

óxido-reducción; como GSH, o como GSSG. El GSSG está compuesto por dos 

moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteínas. Su forma 

reducida se considera como un compuesto antioxidante debido a que impide la 

oxidación de los grupos –SH de las proteínas y tiene la capacidad de reaccionar con 

las ERO transfiriéndoles un átomo de hidrógeno (Halliwell y Gutteridge, 2006). Lo 

anterior enfatiza la importancia de consumir como parte de nuestra dieta, alimentos 

que contengan antioxidantes exógenos para prevenir el EO. 

 

1.6. El Factor de transcripción Nrf2 
Las ERO y ERN desempeñan papeles importantes en diversas vías metabólicas y 

de señalización, 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 disminución en las antioxidantes o viceversa las células 

han desarrollado programas dinámicos para contener el estrés causado por estas 

moléculas. Hasta la fecha se han descrito más de 100 genes invoucrados en la 

respuesta antioxidante. Entre los factores de transcripción que se activan por ERO 

y ERN destacan el factor nuclear κB (NF κB), la proteína activadora 1 (AP1) y el 

factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 (NFE2L2) conocido como Nrf2 

(Königsberg, 2007). 
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1.6.1. Factor de transcripción Nrf2 y la vía Keap1/Nrf2/ARE 
La inducción de la respuesta de fase II protege a las células contra el daño 

ocasionado por el estrés oxidante. El análisis genómico de las secuencias de sus 

promotores ha revelado que coinciden en una secuencia específica de unión 

llamada elemento de respuesta antioxidante (ARE). 

Los ARE actúan en cis con una secuencia definida como 5'-TGACnnnGCA- 3', en 

genes que codifican para enzimas de fase II, de desintoxicación y proteínas 

antioxidantes como la NAD(P)H: quinona óxidorreductasa (NQO1), la GST y la 

glutamato cisteína ligasa (GCL), 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). 

El Nrf2 forma parte de una familia de proteínas básicas que se caracteriza por tener 

un cierre de leucinas (bZip) o "zipper" en la región C-terminal. La región básica de 

Nrf2 es la responsable de la unión al DNA, mientras que la región ácida se requiere 

para su activación transcripcional. El Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la 

mayoría 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 mamíferos llevaron a la 

identificación de la proteína 1 asociada a ECH de tipo Kelch (Keap1), que suprime 

hasta en un 80% la traslocación nuclear y la actividad trancripcional de Nrf2. El Nrf2 

en condiciones basales se encuentra unido a la proteína Keap1 reprimiendo su 

actividad, esta interacción es insuficiente para mantener a Nrf2 en el citosol y se ha 

descrito que Keap1 se asocia al mismo tiempo con el citoesqueleto (Copple et al, 

2008). 

La degradación de Nrf2 es un evento que no necesita modificaciones post-

transcripcionales del sustrato debido a que Keap1 funciona como un adaptador de 

sustratos para el proteosoma. En cuanto a este mecanismo es importante 

mencionar que su selectividad y especificidad están dadas por una proteína llamada 

ubiquitina que se une a las proteínas que se van a degradar. Estas proteínas 

ubiquitinadas son reconocidas por un complejo conocido como proteosoma 26S que 

desdobla y digiere a las proteínas. Este proceso de poliubiquitinación y 
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reconocimiento del sustrato requiere de la participación 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) 

Keap1 es un adaptador que une a Nrf2 con Cul-3, una proteína adaptadora del 

complejo E3 ubiquitina ligasa (Cullinan et al, 2004). De esta manera la activación de 

Nrf2 y su translocación al núcleo dependen directamente de su disociación de 

Keap1, que es fomentada por el estrés oxidativo. Las cisteínas responsables de la 

transformación estructural de Keap1 y de la liberación de Nrf2, aunque hasta la 

fecha no se ha determinado con certeza cuales son las cisteínas que se modifican 

como respuesta a los electrófilos e inductores de estrés. Se han sugerido como 

posibles candidatos a la cisteína 183, o bien las cisteínas 273 y 288. Se han 

propuesto 7 residuos de cisteína cuyos tioles se oxidan o se modifican 

covalentemente, lo que permite la disociación del complejo Nrf2-Keap1 (Figura 5) 

(Königsberg, 2007). 
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                               Figura 5. Modelo de activación de Nrf2 

 
 
 
A) La homodimerización de 
Keap1 facilita la interacción de 
Cul3 con los dominios BTB e 
IVR, lo cual induce la 
ubiquitinación de los residuos 
de lisina de Nrf2 y promueve su 
degradación vía el proteosoma. 
(Tomada de Königsberg, 2007) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

  
 
 
B) La presencia de agentes 
oxidantes y/o electrófilos oxida 
los sulfhidrilos de las cisteínas 
en el dominio IVR de Keap1, 
promoviendo la disociación del 
complejo Nrf2-Keap1. Los 
oxidantes y/o electrófilos 
también inducen la fosforilación 
del residuo de serina 40 de Nrf2, 
y todos estos eventos culminan 
en la eventual translocación de 
Nrf2 al núcleo. (Tomada de 
Königsberg, 2007) 
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1.7. La vía de la Kinurenina (VK) 
El Trp es uno de los 20 aminoácidos esenciales y sirve como precursor para la 

síntesis de proteínas. La ruta catabólica del Trp en el cerebro de mamíferos, riñón 

e hígado es la VK (Moroni et al, 1988) (Figura 6). En condiciones fisiológicas se 

encarga de la síntesis de novo de la coenzima nicotinamida adenina dinucleótido 

(NAD+) (Beadle et al, 1947), el cual es un acarreador de electrones que se reduce 

reversiblemente a NADH por la adición de dos electrones y un protón en el anillo de 

nicotinamida (Ussher et al, 2012). 

En el torrente sanguíneo el 90% del Trp se encuentra libre mientras que el 10% 

restante se une a la albúmina. Solamente en su forma libre atraviesa la barrera 

hematoencefálica (BHE) con la ayuda de un transportador de aminoácidos tipo L no 

específico y competitivo. De la fracción 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 vía 

metoxindol para la biosíntesis de serotonina y melatonina (Jones et al, 2014). 

La vía inicia con la degradación del Trp en formilkinurenina por las enzimas 

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO1 e IDO2, expresada en monocitos, macrófagos, 

microglía, astrocitos, neuronas y en algunos tipos de células troncales) o por la 

triptófano 2,3-dioxigenasa (TDO, expresada en hígado) (Lovelacea et al., 2016). La 

formilkinurenina se metaboliza en kinurenuna (KYN) por la kinurenina formilasa. La 

Kinurenina es el metabolito central de la vía, en su metabolismo actúan tres enzimas 

diferentes: primero, la kinureninasa forma el ácido antranílico (ANA); segundo, la 

aminotransferasa (KAT, expresada en astrocitos) forma el ácido kinurenico (KYNA); 

y el tercer metabolito se produce en condiciones inflamatorias por la acción la 

enzima kinurenina 3-hidroxilasa (en microglia) a 3-hidroxikinurenia (3-HK) (Vamos 

et al, 2010, Braidy et al, 2011) 

El ácido 3-hidroxiantranílico (3-HAA) se produce a partir de dos enzimas: Cuando 

su precursor, es el ANA se metaboliza por la ácido 3-hidroxiantranílico hidrolasa, en 

tanto que si el precursor es 3-HK actúa la enzima kinureninasa. La 3-HK es 

catalizada por la enzima ácido 3-hidroxiantranílico 3,4-dioxigenasa (3-HAO) para 

formar otro metabolito estable, el 2-amino 3-carboximucionato 6-semialdehído 

(ACMS) el cuál seguirá dos vías más: primero, de la enzima 2-amino 3-
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carboximucionato 6- semialdehído descarboxilasa (ACMSD) formará el precursor 2-

aminomuconato 6- semialdehído (AMS), y por una reacción espontánea formará el 

ácido picolínico (AP); y por otro lado, el ACMSD va a sufrir una ciclización no 

enzimática para formar el QUIN. Finalmente, el QUIN es degradado por la enzima 

ácido quinolínico fosforribosiltransferasa (QPRT) para formar NAD+ (Vamos et al, 

2010, Braidy et al, 2011). Esta vía produce tres intermediarios con propiedades 

neuroactivas, el KYNA, la 3-HK y QUIN, a continuación, se muestra su 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Principales reacciones y enzimas de la vía de la kinurenina en células 
de mamíferos, como una vía para la síntesis de NAD+. El recuadro rojo señala 
una de las kinureninas neuroactivas relevantes para este trabajo, el QUIN. Esquema 
basado en Bohár et al, 2015; Parrot y O’Connor 2015; Stone, 2001. 
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1.7.1. Ácido quinolínico y mecanismo de excitotoxicidad 
 
El QUIN o ácido 2,3-piridina-dicarboxílico es un metabolito neuroactivo endógeno 

de la VK y es el precursor directo para la formación de NAD+. Se sintetiza en la 

microglía en el estado activo por medio de la IDO como respuesta a un evento 

inflamatorio mediante IFN-γ y TNF en el SNC (Stone, 1993; Dantzer et al, 2008; 

Schwarcz et al, 2012). Actúa como agonista selectivo de los rNMDA, induce una 

sobre estimulación que activa al receptor, permite el paso de Ca2+, genera un evento 

neurotóxico y conduce a la muerte neuronal (Köhler 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 disminución en la expresión de la enzima que lo degrada (QPRT, 

en astrocitos y células ependimales); esta acumulación del metabolito favorece 

eventos excitotóxicos (Jhamandas et al, 1992). 

El QUIN es un análogo del GLU que produce eventos excitotóxicos cuando sus 

niveles basales se incrementan, este metabolito actúa como agonista selectivo de 

los rNMDA, al competir por el sitio de unión a GLU. La unión del QUIN al receptor 

no excluye la presencia del GLU, ambas moléculas permiten la activación continua 

del receptor y esto mantiene el flujo intracelular del Ca2+ de forma masiva (Schwarcz 

et al., 1984). Este ion actúa como segundo mensajero y activa fosfolipasas, cinasas, 

proteasas, endonucleasas, citocromo C, calpainas; también incrementa la expresión 

de NOS, disminuye la expresión de la SOD, lo cual favorece el incremento ERO y/o 

de ERN (Stone et al, 2012), y conduce a la activación de caspasas. En conjunto 

esto induce la muerte celular por apoptosis o necrosis (Figura 7) (Pérez-De la Cruz 

et al., 2012). 

El efecto tóxico del QUIN también está relacionado con la capacidad para formar 

ERO. En el espacio extracelular el QUIN puede formar complejos con Fe2+, y 

promueve la reacción de Fenton lo que induce la formación de ERO, especialmente 

de •OH (Pérez-De la Cruz et al., 2012). Además, el QUIN incrementa la 

concentración de GLU al bloquear sus transportadores en células gliales y evitando 

la recaptura del neurotransmisor para que se degrade, potenciando el efecto tóxico 

del QUIN (Pérez-De la Cruz et al, 2012). 
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En conjunto, la vía KYN implica metabolitos cuyos efectos primarios pueden estar 

mediados a través de sistemas glutamatérgicos y, por tanto, podrían representar 

dianas farmacológicas para modular la neurotransmisión glutamatérgica (Dantzer et 

al, 2011; Schwarcz et al, 2012; Stone et al, 2012; Vecsei et al, 2013). 

 

Figura 7. Representación de los mecanismos excitotóxicos mediados por el 
ácido quinolínico QUIN. 
El QUIN actúa como agonista de GLU en el sitio de unión de los NMDAr, lo que 
genera una sobre- estimulación y permite la entrada masiva de Ca2+ para activar 
diferentes vías de señalización intracelular. A nivel extracelular, forma el complejo 
Fe2+/QUIN que favorece la formación 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. Microglía y su papel en la modulación de glutamato y citocinas 
inflamatorias 
La microglia son las células inmunitarias que funcionan dentro del parénquima 

cerebral fuera de los límites de la circulación periférica. La actividad microglial y su 

morfología es muy sensible al contexto y depende de la distribución espacial y 

temporal de las influencias fisiológicas o patógenas (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 activación, la microglia expresa 

receptores y transportadores de este aminoácido (EAAT y xC) en su superficie. La 

activación los receptores AMPA y kainato ubicados en la microglia estimula la 

producción y liberación de citocinas como el TNFα (Noda et al, 2000; Verkharatsky 

y Butt, 2014). La activación de los receptores mGluR2 de la microglia promueve la 

neurotoxicidad a través de la liberación 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 liberación de GLU microglial. El TNFα aumenta 

los niveles extracelulares de dicho neurotransmisor al inducir la liberación de éste 

en la microglia (Takeuchi et al, 2006) y los astrocitos (Bezzi et al., 2001; Petrelli y 

Bezzi, 2016). El mecanismo de liberación de GLU por la microglia está relacionado 

con una mayor expresión 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). Además, el GLU absorbido por los transportadores de 

superficie de la microglía activada también se transmite al citoplasma astrocítico a 

través de uniones gap de conexina entre las células microgliales y astrocíticas, lo 

que conduce aún más a la disminución del funcionamiento y la expresión de EAAT 
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astrocíticos, promoviendo daño excitotóxico generalizado (Takeuchi et al, 2008; 

Takeuchi et al, 2006) como se muestra a continuación figura (figura 8).    

Figura 8. Impacto de la inflamación en la neurotransmisión del glutamato y la 
integridad sináptica.  
 
El panel de la izquierda muestra la sinapsis glutamatérgica en una etapa temprana 
de la inflamación. Niveles elevados de citocinas inflamatorias como el factor de 
necrosis tumoral α (TNFα) y la interleucina (IL) -1β liberadas por las células 
inflamatorias activadas, incluidas la microglía, la astrología y los macrófagos, 
aumentan la concentración de glutamato sináptico (GLU), así como del ácido 
quinolínico (QUIN), que en conjunto con las ERO y las ERN provocan EO. Los 
efectos de las moléculas inflamatorias sobre la morfología de las células astrocíticas 
conducen a una disminución de la capacidad de secuestrar y contener el GLU 
dentro de la sinapsis, lo que resulta en un derrame del mismo en el espacio 
extrasináptico. La disminución simultánea en el número y funcionamiento de los 
transportadores de aminoácidos excitadores (EAAT) 2 inducidos por la inflamación 
limitan aún más la capacidad de los astrocitos para amortiguar y eliminar el 
glutamato desbordado. La liberación adicional de glutamato por el aumento de la 
actividad del transportador de aminoácidos heteromérico (Xc-) solo o en 
combinación con la liberación de eflujo inverso a través de EAAT por las células 
gliales activadas por el sistema inmunitario aumenta aún más sus concentraciones 
extrasinápticas. Se ha demostrado que el aumento sináptico de este 
neurotransmisor como resultado de los cambios inflamatorios tempranos conducen 
a la sobreactivación de receptores ionotrópicos intrasinápticos como AMPA y NMDA 
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que potencialmente contribuyen a la excitotoxicidad. También se muestra que el 
GLU desbordado se une a los receptores NMDA extrasinápticos que conducen a la 
supresión del soporte neurotrófico de factores como el factor neurotrófico derivado 
del cerebro (BDNF). En el panel derecho se observa la sinapsis del GLU en una 
etapa tardía de la inflamación crónica. La progresión de la disfunción glutamatérgica 
ha resultado en una pérdida general de su neurotransmisión. La estimulación 
sostenida de los receptores presinápticos mGluR2 / 3 mediante la difusión del 
glutamato a través del espacio extrasináptico conduce a la inhibición de la 
neurotransmisión excitadora y al aumento del atrapamiento del GLU en las 
vesículas dentro de la membrana presináptica. El efecto tóxico de la 
sobreestimulación del AMPA intrasináptico durante la activación inmune temprana 
conduce a una diminución de la regulación, desensibilización y pérdida atrófica de 
estos receptores. Lo anterior conduce a la pérdida de la señalización de NMDA 
intrasináptica incluso cuando la señalización de NMDA extrasináptica sigue siendo 
alta. Esta relación alterada de señalización intrasináptica a extrasináptica conduce 
a atrofia y pérdida regional de neuronas. Finalmente, el aumento de GLU 
extrasináptico continuo, el incremento de ERO / ERN y QUIN también contribuyen 
a la toxicidad de los astrocíticos y oligodendrocitos, lo que también conduce a 
cambios atróficos en estas células (Imagen modificada de Haroon et al, 2016). 
 
 
1.9. S-alilcisteína 
El Allium sativum, conocido comúnmente como ajo, está constituido por alrededor 

de 30 sustancias principales, el compuesto organosulfurado que se encuentra en 

mayor proporción es la SAC, la cual es muy estable debido a sus propiedades 

fisicoquímicas (se sabe que permanece de forma inalterada en solución acuosa por 

2 años), es un polvo blanco cristalino, de olor característico, no higroscópico y con 

un punto de fusión de 223.3-223.7°C (Kodera et al, 2002; Lawson, 1998). Los 

efectos biológicos 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 más de 30 μg/g en peso fresco) 

(Colín-González 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 reacción enzimática a 

partir del catabolismo de la γ-glutamil-S-alilcisteína a SAC mediante la enzima γ-

glutamiltransferasa (Kodera et al, 2002), o a partir de una síntesis química entre la 

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

La SAC ejerce diversos efectos farmacológicos en el tratamiento y prevención de 

diversas enfermedades (Ray et al, 2011). Se ha descrito que la SAC tiene un gran 

número de propiedades antioxidantes estudiadas en modelos in vitro e in vivo. Estas 

propiedades la incluyen como un agente hepatoprotector, cardioprotector, 

quimiopreventivo, neuroprotector, entre otros (Mostafa et al, 2000; Maldonado et al, 

2003; Cruz et al, 2007; García et al, 2008). Los mecanismos mediante las cuales la 

SAC ejerce propiedades antioxidantes son: (figura 9) (Colín-González et al, 2012): 

a) Atrapador de radicales libres (ERO y ERN), de tal forma que actúa como un 

antioxidante directo. 

b) Transactivador del factor Nrf2 y subsiguiente activación 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 Fe2+ y Cu2+, lo que evita que se lleve a cabo la 

reacción de Fenton. 

e) Inhibidor de la translocación de NF-kB hacia el núcleo, de tal forma que evita la 

señalización apoptótica.  
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Figura 9. Representación de los mecanismos protectores mediados por la 
SAC. 
Mecanismo antioxidante asociado a la S-alilcisteína (SAC). La SAC puede eliminar 
el anión superóxido (O2•-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH•), 
el radical peroxinitrito (ONOO-) y el radical peroxilo (LOO•) producido en las células 
neuronales, así como ácido hipocloroso (HOCl) y oxígeno singlete (1O2) producido 
en las células microgliales (líneas azules). Además, SAC también exhibe 
propiedades quelantes sobre iones Fe 2+ y Cu 2+ (línea roja), lo que evita se lleve a 
cabo la reacción de Fenton. SAC también inhibe la translocación de NF-kB hacia el 
núcleo (línea verde), lo cual evita la señalización apoptótica. COX-2: ciclooxigenasa-
2, NOX: NADPH oxidasa, nNOS: óxido nítrico sintasa neuronal, SOD: superóxido 
dismutasa, XO: xantina oxidasa (Imagen tomada de Colín-González et al, 2012). 
 
 
Como se mencionó anteriormente el Nrf2 regula la expresión inducible de un gran 

número de genes de enzimas detoxificantes y antioxidantes, de esta manera ofrece 

un efecto protector en modelos de estrés oxidante. La disminución de este factor es 

prevenida por la SAC, ya que es capaz de activarlo en diferentes órganos como el 

cerebro, el hígado y el riñón (Gómez-Sierra et al, 2014). 

La SAC previene la disminución de los niveles del factor de transcripción Nrf2 y de 

las enzimas Mn-SOD y hemo-oxigenasa (HO-1) en animales tratados con MPTP 

(Nishiyama et al, 2001), así como la respuesta inflamatoria provocada por esta 

toxina. En modelos experimentales de la enfermedad de Huntington se encontró 

que el tratamiento previo con SAC atenuó la neurotoxicidad provocada por la 

administración de QUIN en el estriado en ratas (Pérez-Severiano et al, 2004); 

disminuyó la lipoperoxidación y la disfunción mitocondrial mediada por la toxina 

mitocondrial ácido 3-nitropropiónico (Herrera-Mundo et al. 2006; Pérez-De La Cruz 

et al, 2006), y redujo la lipoperoxidación evocada por el QUIN en sinaptosomas de 

cerebro de ratas (Pérez-De La Cruz et al, 2006; Elinos-Calderón 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 vías de señalización celular que pudiera 

estar modulando para efectuar dicha protección. 
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1.10. Vías metabólicas de señalización 
Existen diversas vías de señalización del sistema inmune, cuya función es transmitir 

la información del exterior de la célula al citoplasma y al núcleo. Dicha información 

se transmite de varias maneras, por ejemplo, mediante la activación de las vías 

metabólicas proteína cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y fosfatidilinositol 3-

cinasa/proteína 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 clásicas 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 vía de señalización ERK 1/2 promueve 

la supervivencia celular, mientras que las vías JNK y p38 inducen la muerte celular 

(Matsuzawa et al, 2005). Considerando que el EO mediado por las ERO generan 

cambios en la regulación de las vías de señalización, este trabajo se centra en 

observar si el mecanismo protector de la SAC implica la modulación de la vía de 

ERK. 

1.10.1. Vía de ERK 
Las vías ERK regulan principalmente procesos de crecimiento y diferenciación 

celular, por lo que su activación se lleva a cabo en respuesta a estímulos 

mitogénicos, inducidos principalmente por citocinas y factores de crecimiento. 

También se pueden activar por estrés oxidativo, lo que genera la estimulación de 

los receptores tirosina cinasa, los cuales activan a la proteína RAS mediante 

modificaciones tiol (glutationilación o S-nitrosilación). RAS, una vez activada, 

fosforila y activa de forma secuencial las cinasas MEK 1/2 y ERK 1/2, produciéndose 

la translocación de esta última al núcleo, lo que permite la regulación de diferentes 

factores de transcripción y estimula así la supervivencia celular (Lander et al, 1997). 
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 1.11. Factores neurotróficos 
Los factores neurotróficos (FNs) son proteínas que regulan el crecimiento axonal, la 

plasticidad sináptica, la neurotransmisión, y la expresión de proteínas sinápticas 

(Birling y Price, 1995; Gary y Barde, 1996; Huang y Reichardt, 2001; Tartaglia et al, 

2001; Thoenen, 1995). Se ha demostrado que desempeñan un papel importante en 

la diferenciación y supervivencia de las neuronas, algunos FNs también están 

activos en tejidos embrionarios no neuronales, o se pueden liberar durante la edad 

adulta en caso de regeneración tisular, neuroprotección y plasticidad (Thoenen, 

2000; Schinder y Poo, 2000). Cabe destacar que la expresión de estos factores se 

puede ver disminuida o incrementada como consecuencia de una enfermedad, 

trauma, inflamación, infección o crecimiento tumoral. (Gary y Barde, 1995; Ying et 

al, 2003). 

Entre los factores neurotróficos destacan las neurotrofinas (NTs), estas proteínas 

endógenas sirven como moduladoras de procesos antiapoptóticos, pero que a la 

vez promueven la sinaptogénesis, el mantenimiento, la diferenciación, 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 regeneración en distintos tejidos (Xiao y Le, 2016). 

 

1.11.1. Neurotrofinas 
Las NTs ejercen sus acciones biológicas principalmente sobre células del sistema 

nervioso (Gary y Barde, 1996) aunque existe evidencia que demuestra que estas 

moléculas actúan en otros sistemas y tejidos, como el músculo esquelético donde 

también realizan acciones tróficas (Gary y Barde, 1996). Esta familia de polipéptidos 

está relacionada entre sí, y se sabe que cumplen diferentes funciones neuronales 

como supervivencia, migración, diferenciación, 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-proteína. En los mamíferos se han identificado 4 NTs, 

las cuales incluyen al Factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico 

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 diferenciación neuronal y plasticidad sináptica en varias 

regiones cerebrales relevantes para el aprendizaje y la memoria (McAllister et al, 

1999), pero para que realicen sus acciones tróficas deben de unirse en la membrana 

citoplasmática a dos diferentes receptores, uno de ellos de alta afinidad tipo tirosina 

cinasa (Trk, del inglés Tirosyne Kinase), al que se unirán en su forma madura, y otro 

de baja afinidad (p75NTR) al que se acoplarán en su estado inmaduro (pro-

neurotrofina) (Curtis et al, 1995; Villanueva, 2013). 

 
1.11.2. Factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 
El factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived 

Neurotrophic Factor) es un homodímero 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 síntesis se realiza en el RE como una proteína precursora (pre-proBDNF), que 

posteriormente será proteolíticamente escindida de dos formas, constituyendo dos 

proteínas 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 están presentes en axones 

terminales presinápticos y en compartimientos dendríticos postsinápticos en las 

neuronas (Tyler et al, 2002), así como en el músculo esquelético (Shelton et al, 

1995). 

Aunque se ha documentado que esta neurotrofina puede ser producida en tejidos 

periféricos como el músculo esquelético, hígado, tejido adiposo, músculo liso 

bronquial, tejido ovárico, 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 más 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 vía de señalización como PI3K/Akt, ERK1/2, PLC y las vías 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 neurodegeneración 

y modula la expresión de genes relacionados con la función cognitiva (Balogh et al, 

2014; Jain et al, 2013; Ortega,  2015). Si bien se han mencionado los fenómenos 

fisiológicos en los que BDNF interviene de forma positiva, también es oportuno 

señalar que se ha descrito una disminución de sus concentraciones con el paso de 

los años, lo que aumenta el riesgo de sufrir patologías 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 

más 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 haría 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 serán llevadas hasta el soma 

mediante transporte axonal retrógrado, donde iniciaran diversos efectos promotores 

crecimiento neuronal, plasticidad sináptica, mielinización, diferenciación, 

suprvivencia, mediante la activación de varias vías de señalización intracelular como 

IP3, Ras/Erk, AMPK y PLC γ dentro del núcleo (Huang y Reichardt, 2001; Sofroniew 
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et al, 2001;  Curtis et al,1995; Patapoutian y Reichardt, 2001; Allsopp et al, 1994; 

Fariñas y Reichardt, 1996; Huang y Reichardt 2003; Zhang et al, 2000) 

 
Figura 10. Familia de las neurotrofinas y su interacción con receptores Trk y 
p75 
Al enlazarse a su receptor de alta afinidad, las NTs serán llevadas hasta el soma 
mediante transporte axonal retrógrado (desde los botones terminales hasta el soma 
neuronal), donde serán responsables de iniciar diversos efectos promotores de la 
supervivencia, crecimiento neuronal, plasticidad sináptica, mielinización, 
diferenciación, mediante la activación de varias vías de señalización intracelular 
como IP3, Ras/Erk, AMPK y PLC γ dentro del núcleo. 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 crónicos (Choi, 

1988), lo que agrega relevancia al desarrollo de terapias para mitigar la 

excitotoxicidad. Un enfoque prometedor es la mejora de las vías de supervivencia, 

como las reguladas por BDNF a través de la unión a los receptores TrkB. Se ha 

sugerido que la promoción de la supervivencia neuronal por el BDNF está mediada 

por la dimerización, el aumento de la actividad de la tirosina cinasa (TK) y la 

transfosforilación de su receptor de alta afinidad, TrkB de longitud completa (TrkB‐
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FL). Su activación de TrkB desencadena tres cascadas interconectadas: 

MAPK/ERK, PI3K/Akt y PLCγ (Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006; Johnson 

et al, 2007).  

Entre otras funciones, se ha visto que estas cascadas de señalización intracelular 

activan los factores de transcripción prosupervivencia CREB (proteína de unión al 

elemento de respuesta a AMPc; Bonni et al, 1999) y MEF2 (factor potenciador de 

miocitos 2; Liu et al, 2003) que regulan la expresión 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 actúan sobre TrkB: (a) una inversión de las proporciones de 

ARNm desfavorece la expresión 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 está asociada a la degeneración) (Gomes et al, 2012; Vidaurre 

et al, 2012); (b) la escisión de TrkB‐FL por la calpaina dependiente de Ca2+ 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 proteólisis 

intramembrana regulada (RIP) de ambas isoformas por la acción de la 

metaloproteinasa / γ-secretasa arroja ectodominios idénticos que actúan 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 

unión BDNF-TrkB, pero se desconoce si el efecto protector de la SAC es modulado 

por la regulación de las vías de señalización antioxidante y si parte del proceso de 

activación de Nrf2 puede estar subordinado por la estimulación de la vía BDNF-

TrkB, por lo que este estudio se centra en esclarecerlo. 
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2.  Justificación 
Considerando que hasta el momento no se ha logrado establecer una terapia 

efectiva para detener el deterioro físico y cognitivo de los pacientes con 

enfermedades neurodegenerativas, el desarrollo de nuevas terapias resulta de gran 

importancia. El planteamiento de la administración de antioxidantes exógenos como 

la “SAC”  presenta ventajas ya que previene la generación excesiva de las ERO, 

evitando así que se produzca el daño celular por efecto del EO (Pérez-Severiano et 

al, 2004; Pérez-De La Cruz et al, 2008; Elinos-Calderón et al, 2010) “sin embargo” 

es necesario caracterizar los mecanismos y vías de señalización implicadas por los 

que este tratamiento podría estar efectuando su papel neuroprotector, por lo que en 

este estudio se empleará un modelo in vitro (rebanadas corticales) que se expondrá 

a un paradigma excitotóxico con QUIN. Debido a que ERK es una vía 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 

modulación de esta vía. 

 
3. Hipótesis 
En el modelo experimental de toxicidad inducido por QUIN, el pre-condicionamiento 

con la SAC atenuará los efectos neurotóxicos, inflamatorios y oxidantes inducidos 

por QUIN, a través de la activación de mecanismos de señalización de la vía Nrf2/ 

Keap1/ARE mediante la modulación de la vía de ERK 1/2. 

 

4. Objetivos 
1.1 Objetivo general 
Investigar la participación del antioxidante exógeno SAC en la activación de Nrf2, 

así como su modulación en la vía de señalización ERK1/2. 

 

1.2. Objetivos particulares 
• Evaluar el potencial del antioxidante natural derivado del ajo, la S-alilcisteína, 

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 daño neuronal  

• Cuantificar Nrf2 y su unión a su secuencia consenso ARE en los grupos 

experimentales y verificar si está involucrada con los cambios en la expresión de la 

enzima HO-1 

• Evaluar si existen cambios en expresión/regulación de ERK1/2 en el pre-

condicionamiento y post-tratamiento con la SAC. 

• Evaluar si los cambios en los niveles TNF y la preservación de BDNF forman 

parte de los mecanismos protectores de la SAC. 
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5. Metodología 
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 Neurología y 

Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez”. Se mantuvieron bajo condiciones 

constantes de temperatura (25.8± 3°C) e iluminación (ciclos de 12 h luz/oscuridad). 

Los animales se mantuvieron en cajas de acrílico, con suministro de dieta estándar 

(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 

Ética (No de oficio 70/15) de Investigación en Animales del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez”  

 

5.2. Obtención de rebanadas corticales de cerebro de rata 
Se sacrificaron 10 ratas machos Wistar por decapitación, posteriormente el cerebro 

se disecó y se aisló la corteza motora. Se colocó la corteza en papel filtro 

(humedecido con solución fisiológica de Krebs), previamente montado en el 

Chopper y se obtuvieron rebanadas con un grosor de 300 m. 

El tejido rebanado se colocó en una caja Petri con que contenía buffer de Krebs 

(Sacarosa, glucosa, bicarbonato, KCl y MgCl), después se procedió a separar las 

rebanadas utilizando un microscopio estereoscópico. Se colocó una rebanada por 

pozo, los cuales contenían 490 l de solución Krebs. Las rebanadas se dejaron 

incubando 30 minutos a 37°C. 

 

5.3. Tratamientos de rebanadas corticales 
Por protocolo experimental se utilizó 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-incubación de 30 min, se realizaron los 

siguientes tratamientos: 
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• Grupo Control (CT): Se incubaron durante 60 min con 500 l Solución Krebs, 

posteriormente se decantó y se incubaron nuevamente con el mismo volumen de 

solución fisiológica. 

• Grupo QUIN (100M): Se incubaron 60 min con 500 l de buffer de Krebs pasado 

dicho periodo, se retiró la solución y se incubó durante el mismo tiempo con 10 l 

de QUIN y 490 l de Krebs. 

• Grupo SAC (100M): Las rebanadas fueron incubadas con 10 l de SAC durante 

60 min, después se trataron con 490 l de solución Krebs. 

• Grupo SAC+QUIN: Se trataron las rebanadas con 10L SAC (100 M) y 490 l de 

Krebs durante 60 min, pasado este período se incubaron con QUIN 10l (100M) y 

490 l de Krebs durante el mismo periodo. 

• Grupo QUIN+SAC: Las rebanadas se incubaron con QUIN (100 M) y 

posteriormente con SAC (100 M) durante 60 min respectivamente. 

 
5.4. Ensayo de Actividad reductora celular (MTT) 
Este ensayo se basa en la reducción metabólica 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 coloración azul), 

permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este 

método se utiliza para medir supervivencia y proliferación celular. La cantidad de 

color es directamente proporcional al número de mitocondrias viables 

Una vez realizados los tratamientos anteriormente mencionados, se retiró el 

sobrenadante y se adicionó 300 l de buffer de Krebs + 15 l de reactivo MTT (5 

mg/ml) y se dejaron incubando durante 60 min a 37°C. Luego de la incubación se 

eliminó el sobrenadante por completo y se agregó 250 l de alcohol ácido (HCl 0.4 

N, isopropanol) para extraer el formazan. Se procedió a leer dicho sobrenadante en 

un espectofotómetro a 570 nm y las rebanadas fueron pesadas. La actividad 

reductora metabólica se cuantificó para cada rebanada mediante la obtención de la 

relación peso/absorbancia. 
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5.5. Ensayo de peroxidación lipídica 
La lipoperoxidación (LPO) es un evento que acompaña la lesión celular, por lo que 

la detección de sus productos para evaluar el estrés oxidativo es de vital 

importancia. El método más frecuente para evaluarlo se realiza mediante la 

estimación de malondialdehído (MDA), el cual es originado en las últimas etapas de 

la peroxidación lipídica y es una sustancia reactiva al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

(Halliwell y Chirico, 1993). El fundamento de esta técnica se basa en hacer 

reaccionar el MDA con TBA en medio ácido, lo que forma un cromógeno rosa, que 

posteriormente se estima mediante absorbancia. La concentración de MDA 

estimado es directamente proporcional a la absorbancia.  

Terminados los tratamientos de cada grupo, se colocaron las rebanadas en tubo 

eppendorf y se adicionó 60 l de buffer de lisis (NaCl 150 mM, Triton 0.1%, Tris HCl 

50 mM, Sacarosa 0.0085gr) y se sonicaron las muestras. Se tomaron 50 l de la 

muestra homogenada y se adicionaron 100 l de reactivo TBA (0.375 gr TBA, 15 gr 

de TCA, 25ml de HCl 1N). 

Se pusieron en baño maría las muestras y una vez comenzada la ebullición se 

dejaron durante 20 min. Pasado el tiempo, se centrifugaron por 15 min a 12,000 

r.p.m. Se tomaron 120 l del sobrenadante de las muestras y se leyeron a 532 nm 

en el espectrofotómetro. 

Los otros 10 l restantes del homogenado se tomaron para cuantificar proteínas 

mediante el método de Lowry et al, 1951) y se leyeron las muestras a 660 nm. Se 

estableció la relación para poder cuantificar las TBARs de cada rebanada. 

 
5.6. Ensayo de GSH/GSSG 
La determinación de GSH y GSSG se realizó mediante el método de Hissin y Hilf 

(1976), con ligeras modificaciones. Este método se basa en la capacidad de la 

sonda de fluorescencia o-ftaldehído (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 λ de excitación de 420 nm y 350 

nm de emisión. Esta reacción del OPA con el GSH se produce a pH 8 y con GSSG, 

a pH 12. Un pH superior a 8 provoca la oxidación del GSH, por lo cual se adicionó 
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N-etilmaleimida (NEM). El contenido total de glutatión de la muestra es determinado 

por comparación del valor observado con una curva estándar generada a partir de 

concentraciones conocidas de GSH y GSSG. 

Después de haber realizado los tratamientos, se agregó a las rebanadas 500 µl de 

solución Krebs y se almacenó a -70°C. Posteriormente se añadió 4 ml de buffer de 

fosfatos (fosfato de sodio 0.1M, EDTA 0.005M a pH 8.0) y se sonicó. Se separó 500 

µl para cuantificación de proteínas mediante Lowry. El resto se centrifugó a 12,000 

r.p.m durante 10 minutos y se guardó el sobrenadante (muestra) para su posterior 

análisis. Para cuantificar GSH se realizó únicamente una dilución que consistió en 

100 µl muestra + 1.8 ml Buffer de fosfatos +100 µl OPA, y se dejó en incubando 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. El GSSG se cuantificó mediante dos 

diluciones, la primera consistió en añadir 500 µl de muestra + 200 µl NEM (0.04M) 

+ 4.3 ml de NaOH (0.1N) y se incubó por 30 minutos.  

Se procedió a realizar la segunda dilución agregando 100 µl de la primera 

dilución+1.8 ml buffer de fosfatos +100 µl OPA, y se dejó incubando durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Las absorbancias de GSH como GSSG se 

detectaron a una λ de excitación de 420 nm y 350 nm de emisión. El contenido total 

de glutatión de la muestra se determinó por la comparación del valor observado con 

una curva estándar generada a partir de concentraciones conocidas de GSH y 

GSSG. El contenido de glutatión se cuantificó para cada rebanada mediante la 

obtención de nmol/mg proteína. La cuantificación se expresó como un porcentaje 

de reducción GSH o aumento de GSSG. La actividad de GSH y GSSG del grupo 

control se consideró como 100%.  

 
5.7. Ensayo de viabilidad celular por yoduro de propidio 
La visualización de una célula con biomoléculas fluorescentes proporciona una 

amplia información para el análisis de las funciones celulares. Diversas actividades 

y estructuras de una célula pueden ser objeto de tinción con compuestos 

fluorescentes; los componentes celulares teñidos más comúnmente son las 

membranas celulares, proteínas y nucleótidos.  
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Se utilizó yoduro de propidio (PI) 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 apoptótico/necrótico). También se empleó 4',6’-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) como señalador nuclear (mediante la tinción 

cromosómica por la interacción de regiones adenina-timina con el ADN). Ambas 

tinciones fueron sobrepuestas para identificar co-localización. Los resultados se 

expresaron como porcentaje de células visualizadas por tinción de yoduro de 

propidio frente al número de células teñidas 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 solución 

PBS 1X (100ml de solución madre, 700 ml de agua destilada, se ajustó pH 7.4 y se 

llevó a un volumen final de 1000 ml con agua) 0.1% Tween 20. Para realizar el 

proceso de fijación se utilizó paraformaldehído al 4% en PBS pH 7.4, durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Las rebanadas posteriormente se lavaron tres 

veces con PBS frío. Para llevar a cabo la recuperación de antígeno se precalentó el 

tampón de recuperación de antígeno (Tris 100 mM, 5% [p / v] urea, pH 9.5) a 95 ° 

C., después se colocaron los cubreobjetos en esta solución 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 más por 5 

minutos. 

La permeabilización se llevó a cabo mediante la incubación de las muestras durante 

10 minutos con PBS que contenía Tritón X-100 (PBST). Al finalizar se lavaron las 

células con PBS tres veces durante 5 min. Posteriormente las rebanadas se 

incubaron con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% durante 30 minutos para 

bloquear la unión inespecífica de anticuerpos. Después se incubaron las rebanadas 

con el anticuerpo diluido en BSA al 1% en PBST, durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Se decantó la solución y nuevamente se lavaron las rebanadas con PBS. 

Se procedió a incubar las células con el anticuerpo secundario en BSA al 1% 

durante 1 hora a temperatura ambiente (oscuridad), se desechó la solución de 

anticuerpo secundario y se lavaron tres veces con PBS. Para finalizar se incubó las 
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muestras en 0,1-1 μg / ml de DAPI (tinción de ADN) durante 1 minuto y se enjuagó 

con PBS. El montaje se realizó sobre el cubreobjetos con una gota de medio de 

montaje y se selló con un cubreobjetos (con esmalte de uñas para evitar 

desecación). La relación PI / DAPI en todos los tratamientos, se calculó sobre la 

base de los píxeles cuantificados por imagen. 

 

5.8. Aislamiento de fracciones citosólicas y nucleares.  
Los cortes corticales se almacenaron a -70ºC. En el momento del uso, las rodajas 

se molieron en polvo en un mortero congelado, utilizando nitrógeno líquido. Una vez 

que el tejido se pulverizó, 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 cóctel inhibidor de la proteasa, 

Roche, Alemania, MA) y se almacenaron a -70ºC hasta su uso.  

 
5.9. Ensayo de unión a Nrf2 / ARE 
La actividad de Nrf2 se determinó con el ensayo TransAm Nrf2 (Active Motif, 

Carlbad, CA), según un informe anterior (Silva-Palacios et al., 2019). Los extractos 

nucleares (10 μg, no se realizó ajuste por proteína) se incubaron con 

oligonucleótidos inmovilizados que contenían el sitio de unión de la secuencia 

consenso ARE (5 5´GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3') en placas de 96 

pocillos. La forma activa de Nrf2 que unía el oligo se detectó usando un anticuerpo 

primario Nrf2 después de tratar con anticuerpo secundario conjugado con HRP. La 

lectura de la actividad depende de la unión de los extractos nucleares a la secuencia 

ARE (que está embebida en el pozo de la placa) y de la formación del complejo 

colorido (Ac 1º-Ac 2º acoplado a HRP y TMB). Para analizar esta unión, se midió la 

absorbancia a una densidad óptica de 450 nm, usando un lector de placas 

multimodem Synergy (BioTek, Winooski, VT). Se graficó la absorbancia obtenida en 

el ensayo y se reportó como actividad de unión Nrf2/ARE (O. D. 450 nm). 
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5.10.  Análisis de inmunotransferencia 
El Western Blot es una técnica compleja de biología molecular que se utiliza para 

determinar la cantidad de una proteína en una muestra problema. Las técnicas que 

se emplean son la electroforesis, la electrotransferencia a membrana de 

nitrocelulosa y la detección de la proteína deseada por inmunoquimioluminiscencia. 

La proteína (30-50 μg) de cada muestra se diluyó 1:1 con tampón de muestra de 

concentrado Laemmli 2X (Sigma Aldrich, San Luis, MO) y se desnaturalizó por 

ebullición 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-α-Tubulina (T9026, 1:10,000) de Sigma-Aldrich, San Luis, MO. La 

relación entre la proteína fosforilada y la proteína total se obtuvo usando la misma 

membrana. Se usaron anti-α-tubulina como control de carga para la proteína 

citosólica. El análisis densitométrico se realizó utilizando el software ImageJ (NIH, 

Bethesda, MD).  

 
5.11. ELISA de TNFα y BDNF  
Los niveles de TNFα y BDNF se midieron en el tejido cerebral usando el ensayo de 

inmunoensayo enzimático ligado a enzimas (ELISA) DuoSet ELISA kit Rat TNFα 

Dy510-05 (R&D Systems, Minneapolis, EE. UU., MN) Y el kit DuoSet ELISA Human 

/ Mouse BDNF Dy248 con mouse- reacción cruzada del epítopo 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 sonicación usando 300 μl de solución tampón de lisis 

(Tris 20 mM, sacarosa 0.25 M, EDTA 2 mM, EGTA 10 mM, TritonX-100 1%) que 

contiene un cóctel 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 

detección durante 2 h a temperatura ambiente. 

 El sistema de antígeno-anticuerpo unido se detectó usando sustrato 5,5 

tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, EE. UU., MO). Las lecturas de densidad 
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óptica se realizaron a 450 nm y 570 nm. El valor corregido se calculó como A450 

nm - A570 nm. Ambos ensayos se realizaron por duplicado y sus sensibilidades 

fueron de 15,63 pg/ml para ambos, TNFα y BDNF. Los resultados de la muestra se 

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

 
 5.12. Análisis estadístico  
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 múltiples de Bonferroni, 

usando el software Prims 6.0 (GraphPad, San Diego, EE. UU., C.A), Un valor de p 

≤ 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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6. Resultados 
6.1. La administración de SAC preserva la actividad reductora/viabilidad 
celular alterada por el QUIN en rebanadas corticales 
La capacidad reductora mitocondrial / viabilidad celular se estimó mediante el 

ensayo de reducción MTT. La Figura 11 muestra la disminución de la capacidad 

reductora inducida por QUIN en comparación con el control (61%; p<0.01). También 

se observa que en cortes pre-condicionados con SAC, la pérdida de viabilidad 

celular no difirió 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 

comparación con QUIN). Las muestras de tejido expuestas por primera vez a QUIN 

y luego tratadas con SAC mostraron una preservación parcial de la actividad 

mitocondrial en respuesta a QUIN (85% por arriba de QUIN; p<0.05 en comparación 

con QUIN). La SAC sola no modificó la capacidad reductora mitocondrial basal. 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Efecto de la SAC sobre las alteraciones en la actividad metabólica 
reductora celular inducida por el QUIN en rebanadas corticales de rata. Las 

rebanadas fueron tratadas con QUIN (100M) y/o SAC (100M). Cada barra 
representa el promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por grupo. ap<0.0001, 
diferente del control; bp<0.005, Bp<0.0001 diferente del grupo QUIN; ANOVA de una 
vía seguido por la prueba de Bonferroni. 
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6.2. SAC previene la peroxidación lipídica inducida por QUIN en rebanadas 
corticales 
El daño oxidativo a los lípidos, evaluado como los niveles de formación de TBA-RS 

(Figura 12), aumentó significativamente por QUIN en comparación 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 comparación 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 comparación con 

QUIN). La SAC sola disminuyó la peroxidación lipídica basal un 43%. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Efecto de la SAC sobre la peroxidación lipídica inducida por el QUIN 
(100M) en rebanadas corticales de rata (100M). Cada barra representa el 
promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por grupo. ap<0.0001, diferente del control; 
bp<0.005, Bp<0.0001 diferente de QUIN; ANOVA de una vía seguido por la prueba 
de Bonferroni. 
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6.3.   La SAC mejoró los niveles de glutatión 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 relación GSH / GSSG. En el panel (A), se observa 

que el QUIN disminuyó los niveles basales de GSH en un 32% (p<0.05 en 

comparación con el control), mientras que las rebanadas pre-condicionadas con 

SAC mostraron una recuperación completa en los niveles de GSH y son 

estadísticamente indistinguibles de los controles (25% por arriba del control, 84% 

por arriba de QUIN; p<0.01 en comparación con QUIN). Cuando se expusieron por 

primera vez a QUIN y se trataron posteriormente con SAC, las muestras de tejido 

mostraron niveles de GSH análogos al control (6% por debajo del control, 30% por 

arriba de QUIN; p<0.05 en comparación con QUIN). La SAC sola aumentó los 

niveles basales de GSH en un 48% (p<0.05 en comparación con el control). En (B), 

QUIN aumentó los niveles basales de GSSG en un 38% (p<0.05 en comparación 

con el control), mientras que el pre-condicionamiento de SAC en cortes expuestos 

a QUIN mostró valores de GSSG por debajo del QUIN (19% por debajo del control, 

42% debajo de QUIN; p<0.01). La administración de SAC después de la exposición 

a QUIN produjo una disminución parcial en GSSG en comparación con el 

tratamiento con el grupo de QUIN (13% por arriba del control, 19% por debajo de 

QUIN; p<0.05 en comparación con QUIN). La SAC sola disminuyó los niveles 

basales de GSSG en un 58% (p<0.05 en comparación con el control). En el panel 

(C), la relación GSH/GSSG confirma los resultados descritos en (A) y (B); mientras 

que QUIN redujo esta proporción en un 60% (p<0.05 en comparación con el control), 

el pre-condicionamiento con SAC mejoró este equilibrio en un 23% por arriba del 

control (202% por arriba de QUIN; p<0.01 en comparación con QUIN) y post-

tratamiento con la SAC no mostró diferencias con respecto al tratamiento de QUIN 

(18% por arriba de QUIN). La SAC sola aumentó el valor basal de esta relación en 

un 166% (p<0.05 en comparación con el control). 
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Figura 13. Efecto de la SAC (100M) sobre los niveles tisulares de GSH (A), 
GSSG (B), y el balance GSH/GSSG (C) alterados por el QUIN (100M) 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 análisis de este protocolo experimental). ap<0.0001, diferente del control; 
bp<0.005, Bp<0.0001 diferente del grupo QUIN; ANOVA de una vía seguido por la 
prueba de Bonferroni.  

A 

B 

C 
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6.4. El tratamiento con SAC redujo el daño celular inducido por QUIN 
La Figura 14 representa el efecto de la SAC sobre el daño celular inducido por QUIN. 

En el panel (A), el aumento de 20x muestra una vista general de las rebanadas 

expuestas a PI después de realizar los tratamientos con QUIN, SAC, SAC + QUIN 

o QUIN + SAC, que representan la amplia población de células en la muestra de 

tejido cortical que produce tinción positiva para PI en el tratamiento con QUIN, que 

contrasta con una tinción moderada en el pre-condicionamiento con SAC, y una 

tinción parcial en el tratamiento con QUIN más SAC. Los detalles de los núcleos 

teñidos con DAPI y las células positivas para PI para cada tratamiento se presentan 

en el panel (B) (aumento de 100x), donde especialmente en el tratamiento QUIN, la 

tinción de PI y DAPI se co-localiza (fusiona) en varias células. En el panel inferior, 

el gráfico muestra la relación PI / DAPI en todos los tratamientos, que se calculó 

sobre la base de los píxeles cuantificados por imagen. Se puede observar que el 

QUIN mejoró la proporción inicial en un 170% (p <0.05 en comparación 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 comparación con QUIN) El 

tratamiento QUIN y la posterior administración de SAC disminuyó ligeramente el 

efecto de QUIN en un 8 % (150 % por arribaa del control; p <0.05 en comparación 

con QUIN). SAC solo no cambio la relación PI /DAPI de manera significativa en 

comparación 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, representación gráfica de los conteos de células 
inmunopositivas. Las rebanadas fueron tratadas con QUIN (100M) y/o SAC 

(100M). Cada barra representa el promedio + S.E.M. de n = 10 rebanadas por 
grupo. ap<0.0001, diferente del control; bp<0.005, Bp<0.0001 diferente del QUIN; 
ANOVA de una vía seguido por la prueba de Bonferroni. 
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6.5. La SAC recuperó la actividad de unión a Nrf2 / ARE cuya disminución fue 
inducida por QUIN 
Para saber si la regulación positiva y la activación de Nrf2 están involucradas en los 

efectos protectores tempranos de SAC sobre los eventos excitotóxicos, la actividad 

de unión a Nrf2 /ARE se midió como un índice del estado funcional de Nrf2. En la 

Figura 15, se puede observar que el QUIN disminuyó este parámetro en un 25 % 

en comparación con el control (p<0.01), mientras que el pre-condicionamiento con 

SAC condujo a la recuperación 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 comparación con QUIN). El tratamiento QUIN más SAC también 

condujo a la recuperación de los niveles de actividad de unión a Nrf2/ARE hasta 

niveles basales (0.5 % por arriba del control, 42 % por arriba del tratamiento con 

QUIN; p<0.05 en comparación con QUIN). Por otro lado, SAC no modificó los 

niveles de referencia de este marcador (9 % por arriba del control) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Efecto de la S-alilcisteina (100 M) sobre la actividad Nrf2/ARE 
alterada por ácido quinolínico (100 M) 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. ap<0.0001, diferente del 
control; bp<0.0001, diferente de QUIN; ANOVA de una vía seguido por la prueba de 
Bonferroni. 
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6.6. La SAC previno la disminución en los niveles de la proteína HO-1 inducido 
por QUIN 
Los niveles de proteína HO-1 se estimaron como un índice funcional de la activación 

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 proteína se reduce claramente en el tratamiento con QUIN y se conserva en 

otras condiciones. Según estas observaciones, la densidad de las bandas medidas 

por análisis densitométrico (panel derecho) reveló 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 comparación con QUIN). Por otro lado, el post-

tratamiento con SAC condujo a la recuperación parcial de los niveles de proteína en 

comparación con el tratamiento con el QUIN (20 % por debajo del control, 33 % por 

arriba de QUIN; N.S.). La SAC no modificó los niveles basales de HO-1 (5 % sobre 

el control). 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efecto de la SAC (100 M) sobre los niveles tisulares de HO-1 
alterados por el QUIN (100 M) 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. ap<0.0001, diferente del control; bp<0.0001, diferente 
del grupo QUIN; ANOVA de una vía seguido por la prueba de Bonferroni. 
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6.7. La disminución en la fosforilación de ERK 1/2 inducida por QUIN fue 
parcialmente evitada por SAC 
La Figura 17 representa los niveles de proteína de la fosforilación de ERK 1/2 como 

un índice de activación de la señalización 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 mayoría de las condiciones exhiben niveles 

disminuidos de la forma fosforilada en comparación con el control. En el panel 

derecho, el análisis densitométrico confirma que QUIN disminuyó la relación 

pERK1/2/tRK1/2 basal en un 36% (p<0.05 en comparación con el control), mientras 

que el pre-condicionamiento con SAC previno parcialmente este efecto (20% debajo 

del control, 23% por arriba del tratamiento con QUIN; p<0.05 en comparación con 

QUIN). El post-tratamiento con SAC no modificó el efecto de QUIN solo (35% por 

debajo del control). Curiosamente SAC solo también redujo la proporción basal de 

pERK1/2/tRK1/2 de manera significativa (45% por debajo del control; p<0.05). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 17. Efecto de la S-alilcisteína (100 M) sobre los niveles de fosforilación 
de ERK 1/2 alterados por ácido quinolínico (100 M) 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. ap<0.0001, diferente del 
control; bp<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una vía seguido por la 
prueba de Bonferroni. 
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6.8. La SAC disminuyó la disminución de BDNF inducido por QUIN. 
Se estimaron los niveles de BDNF para investigar si los efectos protectores de la 

SAC implican la conservación temprana de la neurotrofina endógena BDNF en el 

modelo excitotóxico (Figura 18). El 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 comparación con el QUIN). El post-tratamiento 

con la SAC no modificó el efecto tóxico del QUIN (25 % por debajo del tratamiento 

con QUIN). La SAC sola no alteró los niveles basales de BDNF (5 % por arriba del 

control). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Efecto de la S-alilcisteína (100 M) sobre los niveles tisulares de 
BDNF disminuidos por ácido quinolínico (100 M) 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. ap<0.0001, diferente del 
control; bp<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una vía 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-α 
Para saber si los efectos protectores ejercidos por la SAC sobre la toxicidad inducida 

por el QUIN implicaban la regulación de señales inflamatorias tempranas, se 

realizaron experimentos adicionales para cuantificar los niveles del factor 

proinflamatorio TNF-α (Figura 19). El QUIN aumentó los niveles basales de este 

factor en un 103 % (p<0.01), mientras que el tratamiento SAC más QUIN previno 

completamente este efecto (7 % por debajo del control, 73 % por debajo del 

tratamiento con QUIN; p<0.01 en comparación con QUIN). El tratamiento QUIN y 

posteriormente con SAC no modificó el efecto tóxico de QUIN (86 % por arriba del 

control, 9% por debajo del tratamiento con QUIN; p<0,01 en comparación con el 

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

control). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Efecto de la S-alilcisteína (100 M) sobre los niveles tisulares de 
TNF incrementados por ácido quinolínico (100M) 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. ap<0.0001, diferente del 
control; bp<0.0001, diferente del grupo QUIN; ANOVA de una vía seguido por la 
prueba de Bonferroni. 
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7. Discusión 
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 

daño excitotóxico. La mayor contribución de este estudio radica en la demostración 

tanto de los mecanismos dañinos como de protección, y los eventos de señalización 

que ocurren en condiciones tóxicas agudas, lo que valida el uso de modelos simples 

para explorar respuestas tóxicas 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 tóxicos tempranos inducidos por el QUIN en el tejido cortical; 2) dicha 

neuroprotección se caracteriza por una amplia gama de mediadores, que incluyen 

una actividad antioxidante directa, la regulación positiva del eje Nrf2/ARE con la  

subsecuente señalización cascada abajo para la regulación positiva de las enzimas 

de fase II y la conservación de moléculas endógenas con propiedades protectoras 

como el BDNF y GSH; y 3) el pre-condicionamiento de rebanadas con la SAC fue 

más eficaz para mitigar el efecto tóxico 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 transactivación 

nuclear del Nrf2. El tratamiento con la SAC también aumentó 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 aumentó la actividad de unión de 

Nrf2/ARE implica la modulación previa de BDNF y la activación de la señalización 

de ERK 1/2. Esta consideración corrobora hallazgos previos que demuestran que la 

administración de antioxidantes como el resveratrol y la curcumina, aumentan la 

actividad de fosfo-ERK 1/2 para activar Nrf2, promoviendo la transcripción de genes 

con respuesta antioxidante y contrarrestando agresiones oxidativas y excitotóxicas 

(Chen et al, 2005; Santana-Martínez et al, 2019). En apoyo a este concepto, existe 

evidencia que indica que la transactivación de Nrf2 puede ser estimulada por la vía 

de las Proteínas Cinasas Activadas por Mitógenos (MAPK)/ERK (Xu et al, 2006), 

induciendo la fosforilación de este factor como resultado de la interacción de BDNF 

con su receptor TrkB (Deb et al, 2001), lo que sugiere que BDNF regula la vía 
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MAPK/ERK a favor de la activación de Nrf2 (Bucolo et al, 2019; Chen et al, 2017; 

Santana-Martínez et al, 2019). De acuerdo a la evidencia descrita anteriormente y 

a nuestros hallazgos, la disminución en los niveles de BDNF inducida por QUIN, y 

su preservación por la SAC, sugieren que esta neurotrofina es un objetivo primario 

temprano para intentar reducir eventos excitotóxicos y estimular respuestas 

neuroprotectoras. En este contexto, es factible considerar que el QUIN puede 

reducir la fosforilación de ERK 1/2 a través de la disminución de los niveles de 

BDNF, inhibiendo así la activación de Nrf2/ARE y reduciendo la respuesta 

homeostática, lo que conduce a un aumento del daño oxidativo e inflamatorio.  

Por el contrario, el pre-condicionamiento (y en menor medida, el post-tratamiento) 

con SAC mostró una respuesta protectora temprana integral que comprende el 

aumento de los niveles de GSH, la preservación de BDNF y la estimulación de la 

actividad de unión de Nrf2/ARE, con la posterior activación de señales antioxidantes 

como la (HO-1). Al respecto, varios reportes indican que la vía Nrf2/ARE es 

responsable de la formación de GSH ya que regula la expresión de enzimas como 

la gamma-glutamato-cisteína ligasa (GCL) (Cruz-Alvarez et al, 2017). Es de 

destacar que a la SAC se le ha conferido la capacidad de activar la vía Nrf2/ARE 

(Rodrigues y Percival, 2019) y prevenir la oxidación del GSH ya sintetizado, como 

sugieren los hallazgos de este estudio. 

Se sabe que la vía Nrf2/ARE es responsable de la expresión regulada de varios 

genes citoprotectores, incluidos genes antioxidantes, genes para enzimas 

involucradas en la síntesis y regeneración de GSH y genes para la síntesis de 

moléculas desintoxicantes. Uno de estos genes regulados por la transactivación de 

Nrf2 es la HO-1 (Alam et al, 1999). Junto con sus productos, la HO-1 ejerce efectos 

benéficos a través de la activación de mecanismos protectores contra las ERO, la 

inflamación y la apoptosis (Gozzelino et al, 2010). Nuestros resultados sugieren que 

la SAC puede inducir la regulación temprana del gen HO-1 a través de la activación 

de la unión de Nrf2/ARE, y este resultado concuerda con reportes anteriores que 

muestran que la administración 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: ¿cómo 

se pueden explicar comparativa y mecanísticamente los patrones de expresión de 

Nrf2 y HO-1 entre los grupos tratados con la toxina vs. la toxina más el post-

tratamiento con SAC? Las diferencias conceptuales se pueden atribuir al hecho de 

que, en contraste con la segunda condición, la excitotoxicidad inducida por el QUIN 

si ejerció un efecto sobre TrkB, probablemente mediante la escisión de TrkB-FL por 

una calpaina dependiente de Ca2+, lo que generaría un receptor truncado similar a 

TrkB-T1, pero sin actividad cinasa, como se ha reportado en otros procesos 

excitotóxicos (Gomes et al, 2012; Vidaurre et al, 2012). Esto a su vez disminuiría su 

capacidad de activación de la señalización ERK 1/2, y con ello la actividad de unión 

Nrf2/ARE, generando así la disminución en la expresión de enzimas como la HO-1. 

Sin embargo, es importante realizar más estudios para caracterizar mejor la 

interacción de QUIN con este receptor. 

Por otro lado, se sabe que tanto la administración de antioxidantes como la 

transcripción de genes regulados por Nrf2, tales como la HO-1, la NADPH 

deshidrogenasa [quinona 1] (NQO-1) y GCL, pueden inhibir la liberación de TNF-α, 

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 unión de Nrf2/ARE, lo que provocó un aumento 

de las respuestas antioxidantes y la consiguiente disminución de los niveles de TNF-

α. Nuestros resultados también sugieren que el pre-condicionamiento del tejido 

cortical con la SAC facilita una modulación eficiente de los eventos inflamatorios a 

través de la regulación positiva temprana de la transactivación del Nrf2. 

También encontramos que el daño celular inducido por el QUIN se mitiga 

eficazmente mediante el pre-condicionamiento con la SAC de una manera más 

eficaz que el post-tratamiento, lo que sugiere que el antioxidante dota al tejido 

nervioso de recursos protectores para resistir el daño tóxico, preservando la función 

(mitocondrial), lo cual refleja su capacidad reductora/viabilidad celular y su estado 

estructural (mediante la preservación de la membrana). Con respecto al ensayo de 

reducción 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 

reducción de MTT en células viables.  

La preservación de NADPH metabólicamente activo explica varios eventos 

fisiológicos, incluida la reducción de GSSG a GSH, entre otros (Riss et al, 2013), 

por lo que, la preservación de la capacidad reductora por la SAC en el modelo tóxico 

inducido por el QUIN en este estudio refleja no solo la protección de las células 

funcionales desde etapas tempranas de toxicidad, sino también la participación 

activa de la capacidad antioxidante/reductora relacionada con NADPH como parte 

del patrón protector ejercido por la SAC.  

Este efecto también está relacionado con la capacidad antioxidante directa 

reportada para la SAC y sus propiedades antiperoxidativas. Se ha demostrado que 

la SAC reduce la peroxidación de lípidos de la membrana tanto en condiciones in 

vitro como in vivo (Elinos-Calderón et al, 2010; García 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 prevención del daño 

oxidativo a los lípidos 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 está 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 regulación positiva de ERK 

1/2, 3) activar la unión de Nrf2/ARE y con ello la transcripción de genes 

antioxidantes, y 4) prevenir la disfunción mitocondrial, la inflamación y el daño 

celular. Finalmente, en la Figura 20 se muestra una representación esquemática de 

la serie de eventos involucrados en los efectos protectores que ejerce la SAC sobre 

los eventos tóxicos tempranos provocados por el QUIN en el tejido cortical, 

combinados con su descripción detallada. 
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Figura 20. Representación esquemática de los mecanismos de protección 
involucrados en la regulación de Nrf2 por la S-alilcisteína (SAC) en la corteza 
cerebral contra el daño inducido por ácido quinolínico (QUIN). La 
administración de QUIN disminuyó los niveles de proteína del factor neurotrófico 
derivado del cerebro (BDNF), lo que evita la estimulación del receptor de 
tropomiosina cinasa-B (TrkBr) (1). La disminución en la señalización de TrkBr evitó 
la activación ERK1/2 (2) y, en consecuencia, modificó la actividad del Nrf2 (por la 
activación indirecta de Keap1) (3). La excitotoxicidad y el incremento de ERO 
generó cambios conformacionales en Keap1, permitiendo que Nrf2 se disociara y 
translocara al núcleo de manera compensatoria, aunque sin una eficiente unión con 
su secuencia consenso (4). La disminución de la unión de Nrf2/ARE redujo los 
niveles de enzimas de la fase II (5), así como la actividad de GSH, los procesos 
inflamatorios, el daño y la muerte celular (6). Por su parte, el pre-condicionamiento 
con SAC previno la disminución de los niveles de BDNF (7), lo que evita la reducción 
de la activación de ERK1/2 (8), así como la estabilización de Nrf2, su translocación 
y activación nuclear (de manera independiente de Keap1) (9), incrementando los 
niveles y la actividad de enzimas antioxidantes de la fase II (10). También preservó 
los niveles de GSH, lo que promueve un adecuado funcionamiento y supervivencia 
celular, así como la mitigación de posibles procesos oxidativos, inflamatorios y 
excitotóxicos (11). 
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8. Conclusión 
Los hallazgos reportados en este trabajo demuestran que SAC ejerce un efecto 

protector sobre los eventos tóxicos tempranos provocados por QUIN en rebanadas 

corticales que reclutan respuestas antioxidantes, activación de eventos de 

señalización protectora y preservación de agentes neuroprotectores endógenos. 

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 orquestación de respuestas tempranas que 

comprenden señales antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras 

específicas. Por lo tanto, los ensayos clínicos contra los eventos deletéreos que 

ocurren en los trastornos neurodegenerativos deben considerar el diseño de 

enfoques terapéuticos que exhiban una amplia gama de efectos neuroprotectores 

desde las primeras etapas de las condiciones patológicas. 
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