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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico.

AKT Serina-treonina proteinas cinasa.
BDNF Factor neurotréfico derivado del
cerebro.

CAT Catalasa.

CDNB 1-Cloro-2,4-dinitrobenceno.
DNPH 2,4 Dinitrofenilhidrazina.

EAE Extracto de ajo envejecido.

ERN Especies reactivas de nitrogeno.
ERO Especies reactivas de oxigeno.
GD Giro dentado.

GDNF Factor neurotréfico derivado de
la linea celular glial.

GPx Glutation peroxidasa.

GST Glutation S- transferasa.

H&E Hematoxilina y eosina.

i.g. Intragastrica.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.

i.p. Intraperitoneal.
NADPH Nicotinamida adenina
dinucledtido.

NBT Nitroazul de tetrazolio.
NF-kB Factor nuclear kappa B.

NGF Factor de crecimiento nervioso.
NT Neurotrofinas.

SAC S-alilcisteina.

SSI Solucién salina isotonica.

SOD Superoxido dismutasa.

TCA Acido tricloroacético.

TrK Receptor de tropomiosina cinasa.
v.o Via oral.

H,0, Peréxido de hidrogeno.
OZOxigeno.

‘0H Radical hidroxilo.

ONOO Peroxinitrito.




RESUMEN

Ya se ha descrito el efecto protector de la S-alilcisteina (SAC), el principal
compuesto organosulfurado del extracto de ajo envejecido, en diferentes modelos
de dano cerebral, renal, y hepatico, entre otros. Dicho efecto se ha asociado a sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, que han sido los principales
mecanismos de accion estudiados de la SAC. Sin embargo, un mecanismo poco
estudiado de la SAC es su efecto neurotréfico, el cudl activa los mecanismos de
neuroplasticidad. Por ello, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto
neurotréfico de la SAC, midiendo la memoria y los niveles de neurotrofinas en
diferentes regiones cerebrales en animales macho sanos que consumieron el
compuesto. Adicionalmente, evaluar su efecto sobre la expresion y/o actividad de
algunas enzimas antioxidantes en cerebro, riidn y plasma.

La SAC (100, 200 y 400 mg/Kg) se administré durante 90 dias por via intragastrica
(i.9.) en ratas Wistar macho sanas de 10 semanas. Se determino la memoria a corto
y largo plazo, asi como la memoria espacial de los animales. En cerebro se
cuantificaron los niveles de las neurotrofinas factor de crecimiento nervioso (NGF) y
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), la enzima antioxidante superéxido
dismutasa dependiente de manganeso (SOD2) y se realizd el analisis histologico
para descartar el dafio morfolégico en estriado, corteza frontal e hipocampo.
Adicionalmente, se evaluaron los niveles renales de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (SOD1), SOD2 y glutation
peroxidasa (GPx) y se elaboré el analisis histolégico para descartar el dafo
morfolégico en rifidn; asi como la actividad de las enzimas antioxidantes SOD,
catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST) y GPx en plasma.

La SAC mejoré la memoria a corto plazo (100 y 200 mg/Kg) y la memoria espacial
(100 y 400 mg/Kg). No tuvo efecto sobre la memoria a largo plazo. También
aumento el nivel de NGF en corteza frontal (100 y 200 mg/Kg) y en las regiones
CA1 (100 y 200 mg/kg) y CA2 (100 mg/Kg) del hipocampo. Ademas, indujo un
incremento de GDNF en corteza frontal (400 mg/Kg) y en la region CA1 del
hipocampo (100 y 200 mg/Kg). Adicionalmente, la SAC aumenté el nivel de la
enzima antioxidante SOD2 en corteza frontal (100 y 400 mg/Kg) y estriado (100, 200
y 400 mg/Kg). Ninguna de las dosis evaluadas de SAC causé dafno en las regiones

estudiadas (estriado, corteza frontal e hipocampo).



Por otro lado, la SAC aumenté la cantidad de SOD1 en rifidn (200 y 400 mg/Kg) y la
excrecion de proteinas en la orina (200 mg/Kg). No se observo dafio morfolégico en
rindn con ninguna de las dosis evaluadas.

Finalmente, en plasma la SAC aumento la actividad de SOD (100 y 200 mg/Kg). No
se observaron cambios en la actividad de CAT, GST y GPx, asi como el nivel de
proteinas oxidadas. Ninguna dosis de SAC modificd el peso corporal de las ratas.
Estos resultados indican que el consumo crénico de SAC mejora la memoria a corto
plazo y la memoria espacial en animales sanos, efecto que podria estar asociado
con el incremento de NGF y GDNF en el hipocampo; y sugirieron que este
compuesto podria ser una alternativa terapéutica en aquellos padecimientos que

cursan con una disminucion de la memoria.



1. INTRODUCCION

1.1 Ajo

El ajo (Allium sativum L) se ha utilizado ampliamente desde la antigiedad en la
medicina tradicional basada en plantas (Melguizo-Rodriguez et al., 2022). Diferentes
estudios experimentales y clinicos muestran beneficios preventivos y de tratamiento
en distintas enfermedades, sugiriendo que el consumo de preparados de ajo puede
ser favorable (Amagase, 2006).

El ajo contiene diferentes compuestos bioactivos como: organosulfurados, fendlicos,
saponinas y polisacaridos, siendo los compuestos organosulfurados los principales
componentes activos (Hernandez-Cruz et al., 2022; Shang et al., 2019).

Los bulbos del ajo como medicina tradicional se han utilizado como protector
cardiovascular, para reducir la presion arterial, para mantener los niveles de azucar
en sangre, para disminuir los niveles de colesterol en sangre, como antioxidante,
antihelmintico, antimicrobiano, antiinflamatorio, contra el reumatismo, como
tratamiento para el resfriado, dolor de muelas y dolor de oido (Hernandez-Cruz et
al., 2022).

1.1.1 Presentaciones de ajo

Las presentaciones derivadas del ajo mas comunes son: el polvo, los aceites, los
macerados y el extracto de ajo envejecido (EAE). El contenido de compuestos
organosulfurados en cada presentacion es diferente y dependera de las reacciones
enzimaticas y las condiciones de extraccion a las que se sometan los dientes de ajo
(Hernandez-Cruz et al., 2022).

La composicién del ajo en polvo es igual a la de los dientes de ajo frescos ya que
éstos se deshidratan a bajas temperaturas; en cambio, los aceites y el macerado de
ajo se obtienen convirtiendo los tiosulfinatos solubles en agua en sulfuros
liposolubles mediante destilaciéon al vapor o por incubacion en aceite vegetal,
respectivamente. Finalmente, el EAE se obtiene por extraccion prolongada de ajo
fresco en etanol a temperatura ambiente, tiempo en el que a través de reacciones
enzimaticas se obtienen compuestos organosulfurados polares como la
S-alilcisteina (SAC) (Borek, 2001; Hernandez-Cruz et al., 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?ndkvNP
https://www.zotero.org/google-docs/?8QX9DF
https://www.zotero.org/google-docs/?MpS5R4
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1.1.2 Extracto de ajo envejecido (EAE)

En este producto, los dientes de ajo fresco se anejan en etanol al 15-20% durante
20 meses en tanques de acero inoxidable. Durante el proceso de afejamiento
compuestos como la y-glutamil-S-alilcisteina y la y-glutamil-S-1-propenilcisteina son
transformados enzimaticamente en compuestos polares provocando un aumento de
los compuestos organosulfurados: SAC, S-1-propenilcisteina y  S-alil
mercaptocisteina (Tabla 1), los principales componentes en el EAE (Amagase, 2006;
Borek, 2001).

Tabla 1. Principales cambios en la composicion del Extracto de Ajo Envejecido

Tiempo de incubacién (meses)
Compuesto 0 1 3 12 24
(mg/g extracto seco )

y-Glutamil-S-alilcistei
na 12.7 5.8 1.1 0 0

S-alilcisteina 0.2 5.9 7.2 71 7.2

y-Glutamil-S-1-prope

nilcisteina 15.9 3.4 0.5 0 0
S-1-Propenilcisteina 0.5 6.7 8.1 6.5 4.4
S-alil
mercaptocisteina 0.01 0.6 1.2 1.7 1.9

*Los dientes de ajo se cortan en trozos (2x2x1 mm) y se colocan en etanol al 20%
(12 mL/g) en recipiente cerrado y se almacenan a temperatura ambiente (Tomada
de Colin-Gonzalez et al., 2012; Lawson, 1998).

1.2 S-alilcisteina (SAC)

La SAC es el compuesto organosulfurado mas abundante del EAE, se forma a partir
del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina por la y-glutamilcistein transpeptidasa
(Figura 1). En el laboratorio la obtenemos mediante sintesis quimica a partir de la
reaccion entre la L-cisteina y el bromuro de alilo, seguido de recristalizaciéon en

etanol-agua (Maldonado et al., 2011, 2003). La SAC es un polvo cristalino blanco


https://www.zotero.org/google-docs/?w9hlom
https://www.zotero.org/google-docs/?w9hlom
https://www.zotero.org/google-docs/?3IbcaT
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con olor caracteristico, no tiene capacidad higroscopica y su punto de fusion es de
223.3 - 223.7°C (Chen et al., 2022;Colin-Gonzalez et al., 2012).

O
NH,
‘ HN COOH Y- Glutamiltransferasa COOH
AN\ 5\/J\(j()o}-{ ? /\/S\)\NHZ
Y- Glutamil-S-Alilcisteina S-Alilcisteina

Figura 1. Catabolismo de la S-alilcisteina en el extracto de ajo envejecido (Imagen
modificada de Colin-Gonzalez et al., 2012).

1.2.1 Toxicidad

La SAC es un compuesto 30 veces menos toxico que otros compuestos presentes
en el ajo como la alicina o el dialildisulfuro (Colin-Gonzalez et al., 2012).

En un estudio realizado para determinar la toxicidad aguda de la SAC en ratones y
ratas mediante su administracion por via oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.) en dosis
unicas de 2.1 - 15 g/Kg se encontré que los valores de dosis letal media (Tabla 2)

fueron similares a los de otros aminoacidos como la metionina (Kodera et al., 2002).

Tabla 2. Dosis letal media (DLs,) de la SAC en ratones y ratas.

LD50 (g/Kg de peso corporal)

V.0 I.P.

Ratones Macho 8.89 6.91
Hembra 9.39 3.65
Ratas Macho 10.94 3.34
Hembra 9.5 3.34

DLs, de una dosis unica (Tomada de Colin-Gonzalez et al., 2012).

También se evalud la toxicidad subaguda de la SAC (0.25, 0.5, 1y 2 g/Kg), tras su
administracion por v.o. durante un mes. Se encontré que dosis mayores a 0.5 g/kg
de SAC inducen toxicidad subaguda de forma dosis dependiente (SAC 0.5-2 g/kg).
Los cambios observados fueron los siguientes: 1) disminucién en el peso corporal y

disminucion en el consumo de alimentos en roedores macho y hembra; 2) el


https://www.zotero.org/google-docs/?ZBpDhi
https://www.zotero.org/google-docs/?oa2Fkh
https://www.zotero.org/google-docs/?oa2Fkh
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https://www.zotero.org/google-docs/?5dSmZz
https://www.zotero.org/google-docs/?rPw7WM

examen hematologico revelé una disminucion en el volumen corpuscular medio
(MCV), el hematocrito (Ht), la hemoglobina (Hb), la hemoglobina corpuscular media
(MCH) y la concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC) en roedores
macho y hembra; 3) el uroanalisis reveld aumento del pH y disminucién del
urobilinogeno en animales macho y disminucién de proteinas y urobilindgeno en
animales hembra; y 4) los cambios bioquimicos fueron: disminucion de los niveles
de nitrégeno de urea en sangre, creatinina y proteina total en roedores macho y
hembra. Ademas hubo un incremento en albumina y K* en animales macho y
aumento en fosfatasa alcalina, colesterol total, lipidos totales y glucosa en roedores
hembra (Colin-Gonzalez et al., 2012; Kodera et al., 2002).

1.2.2 Farmacocinética

La SAC se absorbe rapida y faciimente después de su administracion oral sin
descomposicion debido a cambios en el pH del tracto gastrointestinal (Kodera et al.,
2002; Nagae et al., 1994). La SAC alcanza el plasma rapidamente y posteriormente
se distribuye al higado y riidn principalmente. Nagae y colaboradores (1994)
informaron que la biodisponibilidad de la SAC es alta (87-103%) en ratones, ratas y
perros, y sugieren que sufre metabolismo de primer paso y que existe poca
diferencia de absorcion entre ratas y ratones, mientras que los perros muestran una
vida media mas larga.

Un estudio farmacocinético realizado en humanos después de la administracién oral
de una preparacién de ajo que contenia SAC reveld que su vida media fue mayor a
10 h y el tiempo de eliminacién fue mayor a 30 h (Kodera et al., 2002). Estos
resultados son similares a los obtenidos en perros, donde la vida media de la SAC
fue de aproximadamente 10 h y el tiempo de eliminacion fue mayor a 24 h. El
contenido total de SAC en la sangre obtenida de voluntarios sanos al T, fue de
aproximadamente 450 pg (contenido en T, 23 ng/mL de plasma; peso corporal: 65
Kg; volumen de sangre total: s del peso corporal), sugiriendo una alta
biodisponibilidad en humanos (Colin-Gonzalez et al., 2012; Kodera et al., 2002).

En ratas, la farmacocinética de la SAC después de su administracion oral muestra
un perfil de concentracién de tres fases: dos fases muy rapidas (absorcién y
distribucion) seguidas de una fase lenta de eliminacion. Por via intravenosa (i.v.),
muestra un perfil de concentracion de dos fases: una fase rapida de distribucién y

una fase lenta de eliminacion. Los parametros farmacocinéticos de la SAC (100


https://www.zotero.org/google-docs/?7n9Wgp
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mg/Kg por v.0 y i.v.) se presentan en la Tabla 3 (Colin-Gonzalez et al., 2012; Nagae
et al., 1994).

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos tras la administracion oral e i.v. de SAC en el
suero de ratas.

Parametro Administracion oral = Administracion i.v.
Volumen de distribucion (V) 1.2L 1.3L
Vida media de eliminacion (T5) 2.7h 26h
Liquidacion total 0.3L/h 0.3L/h
Concentracion maxima (Cs) 100.1 mg/L a los 30 min
Valor ABC 293.5 mg*h/L 322.6 mg*h/L

ABC,.: area bajo la curva de concentracidon plasmatica vs. tiempo, desde el tiempo
cero hasta la ultima concentracion cuantificable (Tomada de Colin-Gonzélez et al.,
2012).

1.2.3 Distribucion en tejidos

Después de la administracion por v.o., la SAC se absorbe facilmente en el tracto
gastrointestinal y se detecta en varios tejidos hasta 8 h después de su
administracion (Colin-Gonzalez et al., 2012). En ratas, después de una dosis oral
unica de SAC (50 mg/Kg), el area bajo la curva de concentracion plasmatica vs.
tiempo, desde el tiempo cero hasta la ultima concentracion cuantificable (ABCy,) es
169.2 mg*h/Kg en el rindn; mientras que la mayor concentracién maxima se observa
en rinon (C,s = 65.7 mg/Kg a los 10 min), seguido del higado, corazon, bazo,
pulmén y cerebro. La vida media de eliminacion varia entre los tejidos, siendo el
higado el érgano que muestra el valor de T,, mas largo (2.2 h), mientras que el valor
de T,, mas corto (1.2 h) se observa en el cerebro (Tabla 4). Por otro lado, para la
administracion i.v., el riidn también muestra la exposicion mas alta (ABCgyg,) = 171.9
mg*h/Kg, mientras que el corazén muestra el valor de T,, mas largo (2.5 h)
(Colin-Gonzalez et al., 2012; Nagae et al., 1994).
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Tabla 4. Parametros farmacocinéticos después de una dosis oral unica de SAC.

Parametro Cimix ABC,, Ty
Tejido (mg/Kg) mg*h/Kg (h)
Rifon 65.7 169.2 2.1
Higado 58.1 103.5 22
Corazén 43.3 118.5 21
Bazo 43.3 100.6 1.9
Pulmén 35.1 94.3 1.3
Cerebro 26.7 70.7 1.2

Dosis unica de SAC 50 mg/Kg. C,s: concentracion maxima a los 10 min; ABC,.:
area bajo la curva de concentracion plasmatica vs. tiempo, desde el tiempo cero
hasta la ultima concentracion cuantificable; T,.,: tiempo de vida media de eliminacion
(Tomada de Colin-Gonzalez et al., 2012).

1.2.4 Metabolismo

La principal via de eliminacién de la SAC es renal, después de su administracion
oral e i.v. en ratones, ratas y perros; siendo el principal metabolito detectado en
ratas, la N-acetil-SAC (Nagae et al., 1994). Se propone que la SAC es transformada
en N-acetil-SAC mediante la N-acetiltransferasa hepatica; después, una porcion de
N-acetil-SAC es desacilada a SAC mediante una acilasa renal, seguido de su
reabsorcion. Se han observado pequefas cantidades de SAC (menos del 1%) en la

orina de ratas (Colin-Gonzalez et al., 2012; Nagae et al., 1994).

1.3. Estrés oxidante
El estrés oxidativo se presenta cuando ocurre un desequilibrio entre la produccion
de moléculas oxidantes (aumentan) y/o los sistemas antioxidantes (disminuyen) de

forma progresiva y continua (Murphy, 2009; Wojsiat et al., 2018).

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN)
En la atmoésfera esta presente el dioxigeno (02) en un 21%. El 02 en el aire se

obtiene de la oxidacion del agua por el P680 de las plantas, algas y cianobacterias
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empleando la energia solar. Los organismos aerdbicos reducen el 02 aH,Oyla

energia de esta reaccion, la emplean para formar ATP (Hansberg, 2008).

El 02 es toxico a cualquier concentracion, ya que es un radical libre que contiene

dos electrones desapareados dentro de su estructura. Un radical libre se forma por
ruptura homolitica de un enlace (se requiere energia) o por una reaccion de
oxidorreduccion con la transferencia de un solo electron (Miranda, 2008). El efecto

toxico del 0, se debe a la formacion de las ERO,que son moléculas parcialmente

reducidas y mas reactivas que éste (Hansberg, 2008).

Las ERO se generan endogenamente a partir del metabolismo celular, como la
fosforilacion oxidante en las mitocondrias, la oxidacién de acidos grasos de cadena
larga en los peroxisomas, entre otros o de forma exdgena por toxinas ambientales,
la radiacion ionizante (IR), la radiacién ultravioleta (UV) y los agentes
quimioterapéuticos que danan el ADN. Concentraciones bajas a moderadas de ERO
(condiciones fisiologicas) oxidan diferentes proteinas encargadas de activar
multiples vias bioquimicas asociadas con la viabilidad, la proliferacion, la
diferenciacion y la adaptacion metabolica de las células. Por otro lado,
concentraciones altas de ERO se vuelven toxicas y causan dano oxidativo a los
componentes celulares fundamentales, incluidos lipidos, proteinas y ADN, lo que
conlleva a la detencién del ciclo celular y la muerte celular (Rizwana et al., 2022;
Richardson et al., 2015).

Se consideran ERO (Tabla 5) al: oxigeno atémico (O); radical anién superoxido

(02'_) que se genera por la adicion de 1 electréon al 02; peroxido de hidrégeno
(HZOZ) que se genera por la adicion de 1 electron al 02'_; radical hidroxilo (-OH)
que se genera por la adicion de 1 electron al HZOZ; 0zono (03) que se genera de la

unién de una moléculas de O al 02; y oxigeno singulete (102) que se produce de la
excitacién de uno de los electrones desapareados del 0, (Hansberg, 2008).

Adicionalmente, el 02 reacciona con el nitrogeno formando compuestos mas
reactivos, denominados ERN como (Tabla 5): 1) mondxido de nitrdgeno u 6xido
nitrico (NO°), que lo generan las isoformas de la sintasa de 6xido nitrico (SON); 2)

peroxinitrito (ONOO ) , que se forma de la interaccién entre el NO'y el 02'_; diéxido
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de nitrégeno (NOZ-) y el triéxido de dinitrégeno (N203). EI NO" puede reaccionar con

metales de transiciéon, como los encontrados en el grupo hemo o los centros Fe-S

de algunas proteinas inactivandolas o bien puede convertirse en una especie mas

oxidante como el N02o o] NZO3 que nitrar proteinas, las cuales deben ser removidas

(Hansberg, 2008).

Tabla 5. Caracteristicas de las principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

(Tomada de Hansberg, 2008).

Especie Fuente
0
2 Externa, catalasa
03 Externa

Fotosensibilizacion,
descomposicién H,0, (HOBr),

dismutacion espontanea del 02',

0,  peroxilipidos, NO , + ONOO

Externa e interna: cadena
respiratoria, NADPH oxidasa,
xantina oxidasas, lipoxigenasa,
P 450" hemoglobina,

0, peroxidasas
Externa e interna: dismutacion
HO, del 0 _ e, oxidasas
2

"OH Reaccion de Fenton

NO’ SON
ONOO~ NO" + 0 2._

NOJ ONOO ™ + (O,

Concentracio
n intracelular

10 220 uM

pM1 t1/z

<1 pseg

pM - uM

nM a uM

nM

pM

pM

Reactividad Eliminacioén
Hemo, Fe (), flavinas, Respiracion,
pterinas, alcoxilos, NO oxidasa

Acidos nucleicos,
proteinas, lipidos,
sacaridos y demas
compuestos celulares Ascorbato
Acidos nucleicos,
proteinas, lipidos, Carotenos,

tocoferoles,
glutation, ascorbato

sacaridos y demas
compuestos celulares

— 5 Superoxido
02 , NO~, Fe (1), dismutasa,

[4Fe-4S], quinonas, dismutacién

difenoles espontanea
Catalasa,

peroxidasas,

Ascorbato, hemo, Fe-S peroxirredoxinas

Cualquier compuesto

vecino Glutation, ascorbato

0, .hemo, Fe(lll), Hemoglobina,

Fe-S, tioles flavohemoglobina

COZ, NO Fe-S, tioles,
lipidos Espontanea

Tyr, Trp, Cys, hemo,

lipidos Glutation, ascorbato
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1.3.2 Sistemas antioxidantes

Bajo condiciones fisiologicas, los sistemas antioxidantes enddgenos son los

responsables de una adecuada remocion de las ERO y ERN (Santamaria del Angel,

2008). Para esto, los antioxidantes se pueden clasificar en:

Antioxidantes enzimaticos enddgenos principalmente la superdxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (Karadag et al., 2009;
Rizwana et al., 2022).

Antioxidantes no enzimaticos endogenos como el glutation (GSH, tripéptido de
bajo peso molecular: y-glutamil-cisteinil-glicina) o el acido urico (Karadag et al.,
2009; Rizwana et al., 2022).

Antioxidantes no enzimaticos exégenos como la vitamina E, el acido ascorbico, el

acido lipoico, los flavonoides, los polifenoles o los carotenoides.

Los antioxidantes ejercen su funcion a través de diferentes mecanismos como se

menciona a continuacion:

1) Sirven como barreras fisicas para prevenir la generacién de ERO o el acceso
de las ERO a sitios biolégicos importantes. Por ejemplo, filtros UV,
membranas celulares.

2) Funcionan como trampas quimicas que “absorben” energia y electrones
apagando las ERO. Por ejemplo, carotenoides y antocianidinas.

3) Actuan como sistemas cataliticos que neutralizan o desvian las ERO. Por
ejemplo, las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx.

4) Se unen o inactivan iones metalicos previniendo la generacién de ERO. Por

ejemplo, ferritina, transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina.

1.3.2.1 Enzimas antioxidantes

Superoéxido dismutasa (SOD)

Las SOD se encuentran entre las defensas mas importantes contra las ERO (Tabla

6). Las SOD son proteinas que dismutan el anion 02° , como se observa a

continuacion:

. +
202 + 2H —>H202+ 02
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La SOD1 o Cu/Zn-SOD tiene un cobre y un zinc en su sitio catalitico y se ubica en
el citoplasma celular. Su expresion es inducida por factores como el choque térmico,
metales pesados, radiaciones UV y estrés oxidante y es regulada por el factor de
transcripcion nuclear factor 2 relacionado con el factor E2 (Nrf2), factor nuclear 1

(NF1), factor de transcripcion (Sp1), proteina activadora 1 y 2 (AP1, AP2), factor de
choque térmico (HSF) y factor nuclear kappa B (NF-KB) (Gémez & Cuevas, 2008).

La SOD2 o MnSOD contiene manganeso en su centro catalitico y se encuentra en

la mitocondria. Posee regiones ricas en GC (guanina y citosina) y es regulada por
NF-kB, SP-1, AP-2, proteina potenciadora de union a CCAAT (C/EBP) y NF-1.

Algunos factores que inducen su expresion son el lipopolisacarido (LPS), metales
pesados, factores de crecimiento y diversas citocinas proinflamatorias como factor
de necrosis tumoral alfa (TNF — «), interleucina-1 (IL-1), IL-6, entre otras (Gomez &
Cuevas, 2008).

SOD3 o ECSOD contiene un cobre y un zinc en su centro catalitico y se localiza
principalmente en el espacio extracelular. En humanos su gen esta formado por 3
exones y 2 intrones y posee elementos elementos reguladores como el elemento de
respuesta antioxidante (ARE) ya que su expresion es regulada por Nrf2, elementos

de respuesta xenobidtica, asi como sitios para los factores de transcripcion AP1 y
NF-KB (Gémez & Cuevas, 2008).

Tabla 6. Caracteristicas de las SOD en humanos (Tomada de Gémez & Cuevas,

2008).
Metal en Ubicacion del
centro  Peso total gen en

Nombre Ubicacién catalitico (Kda) humanos  Caracteristicas

Citoplasma,

nucleo,
peroxisomas y
SOD1, membrana Cromosoma
CuzZnSOD externa CuyZn 32 21

mitocondrial Dimero
SOD2, Membrana interna Homotetramer
MnSOD mitocondrial Mn 89 Cromosoma 6 o]

Extracelular,

asociada a
SOD3, heparina, sangre CuyZn 135 Cromosoma 4 Glucoproteina
ECSOD entre otros tetramérica
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Reaccion catalitica de las SOD. El 0 2' mitocondrial o citosolico es dismutado por las

SOD en H,0, que a su vez es metabolizado en H,0 porla CAT o la GPx (Figura 2).
La reaccion ocurre en 2 pasos enzimaticos de primer orden con respecto al 02°:

Mox + 02' + H o Mred (H+) + 02
Mred (H') + 0"+ H oMox + H0,
Mox: estado oxidado del metal (Cu2+Zn2+ 0 Mn3+)
Mred: estado reducido del metal (Gémez & Cuevas, 2008).

S,

NAD(P)H oxidasa

Ciclooxigenasas Sefializacion

Xantina oxidasa Expresién de
Cadena respiratoria genes
Citocromo P450, etc Dafio

NO
O,- > H, O,
SOD
Dafio
Catalasa
v GSHPx
ONOO -

! '

Nitracion de proteinas H,0

Estrés oxidativo

Dafio

Figura 2. Destoxificacion del anién superoxido, posibles interacciones y efectos
celulares (Tomada de Gémez & Cuevas, 2008).
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Mecanismo tomando como modelo a la SO1: el 02' llega al sitio activo de la enzima,
donde se une electrostaticamente a la Arg143. El 02' dona su electrén desapareado

al Cu2+pasando a Cu'. Esta transferencia ocasiona que el enlace Cu-His63 se
rompa, provocando que el nitrogeno de la His63 se protone. El 0, formado se
disocia de la Arg143 y se libera. La segunda parte de la reaccion inicia con otra

molécula de 02' que llega al centro catalitico y se une electrostaticamente con la

Arg143. A la par ocurre la protonacion de una molécula de H,0 (H30+) en la
proximidad del centro catalitico. El electron que recibid el Cu en la primera parte de

la reaccion es ahora transferido a la segunda molécula de 02', permitiendo la
. ., 2+ .
oxidacion del metal a Cu . El 02 posee ahora dos electrones y puede formar dos

enlaces con 2 H' (donados por el H30+) restableciendo el sitio activo para otro ciclo

catalitico (Gomez & Cuevas, 2008).

Expresion de SOD en cerebro. Las ERO desempefian funciones importantes como
moléculas mensajeras en eventos fisiolégicos como la plasticidad sinaptica y la
memoria, pero también pueden ser toxicas en eventos patolégicos, como isquemia,
lesion cerebral y dano celular (Hu et al., 2007). En ratones envejecidos que
sobreexpresan SOD1 y SOD3, se mejora la potenciacién a largo plazo en el
hipocampo. Pero la sobreexpresiéon de SOD2 no tiene efecto sobre la plasticidad
sinaptica y la formacion de la memoria en ratones jovenes. Tampoco rescata
deficiencias relacionadas con la edad y no tiene efecto sobre la plasticidad sinaptica

y la memoria en ratones viejos. Sin embargo, puede proteger contra la toxicidad
aguda y los factores estresantes en regiones del cerebro, disminuyendo el 02'

mitocondrial en las neuronas del hipocampo y aumentando la vida util de los
ratones.

Expresion de SOD en rifion. El rindn es un 6rgano altamente metabdlico. El tejido
renal tiene una gran demanda de energia, lo que implica altos niveles de oxidacién
dentro de las mitocondrias celulares sobre todo dentro de las células del tubulo

proximal. Esto por su relacién con la reabsorcién de nutrientes criticos después de
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la filtracion glomerular (He et al., 2017; Kitada et al., 2020). SOD1 representa del 60
al 80% de la actividad de la SOD en riidn, es la isoforma predominante en la pared

vascular y representa la mayor parte de la actividad de SOD en el riidn. Un
aumento de esta enzima reduce los niveles de 02° (Carlstrom et al., 2010). Por otro

lado, la disfuncion de SOD2 produce estrés oxidativo mitocondrial y esta enzima
estd disminuida en la enfermedad renal; sin embargo, no es la uUnica enzima

implicada en esta patologia (Kitada et al., 2020).
Catalasa (CAT)

Las peroxidasas (catalasa y peroxidasas) son enzimas tetraméricas que eliminan
hidroperdxidos a través de una reaccidén de oxidorreduccion, empleando diferentes

agentes reductores.

La CAT es una hemoproteina que evita la formacion de -OH al descomponer H,0,
en 02 y H,O. Para ello, requiere dos moléculas de HZOZ, una como agente reductor

y otra como oxidante (Peraza, 2008).

2H202—> 21—120 + 02

Dominio
o -helicoidal

Extremo N-terminal

Dominio de conexién

Monémero Homotetramero
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Figura 3. Representacion del mondmero (A) y del tetramero (B) de catalasa (CAT)
de eritrocitos humanos en la que se observa las a-hélices y hojas  plegada
(Tomada de Peraza, 2008).

Reaccion catalitica de la CAT. Es una de las enzimas mas rapidas que existen. Una

. . 7 .
sola molécula cataliza alrededor de 1 x 10 moléculas de sustrato por segundo. La

reaccion inicia con el rompimiento del enlace O-O del HZOZ, liberando H,O y el

atomo de O queda unido al Fe del grupo hemo. En esta reaccion se transfieren dos

electrones de la enzima a un O y se forma H,O. Uno de los electrones proviene del

Fe (Fe3+—>Fe4+) y el segundo de la porfirina. A esta se le denomina compuesto | y
estd formada por un ferroxilo y un radical catiéonico de porfirina. EI compuesto |

puede ser reducido por otra molécula de H202 (mediante la transferencia simultanea

de dos electrones) regenerando a la enzima para iniciar otro ciclo catalitico; o bien
puede ser reducido por un compuesto (RH: fenoles o aminas aromaticas) que
transfiere un electrén en dos reacciones secuenciales. Las dos reacciones forman

un intermediario parcialmente reducido llamado compuesto Il (Peraza, 2008).

Enzima (hemo — Fem) + H202 — Compuesto I (hemo f o R = 0) + H20
Compuesto | (hemoJr — Fe = 0) + H202—> Enzima (hemo — Fem) + HZO + 02
Comgouestol(hemoJr — Fe' = 0) + RH - Compuesto Il (hemo — Fe' - OH) + R + HZO

Compuesto Il (hemo — Fe' — OH) + RH —Enzima (hemo — Fem) + R + H20
Glutation peroxidasa (GPx)
Selenoproteina que fue descubierta 1957 en tejidos animales (Cardenas-Rodriguez
et al., 2008). La GPx requiere de GSH para reducir HZO2 a HZO. El GSH es el
donador de H+, de esta manera ocurre simultaneamente la reduccion del H,0,a

HO vy la oxidacibn del GSH a glutation oxidado (GSSG) (Figura 4)

(Cardenas-Rodriguez et al., 2008).
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Figura 4. Participacion del Se en la defensa citosélica contra especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (Tomada de Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La GPx pertenece a una familia que se caracteriza por poseer una triada catalitica
compuesta por selenocisteina, glutamina y triptéfano, donde la actividad depende
del Se. Se han reportado cuatro isoenzimas en mamiferos : GPx clasica o citosdlica
(GPx-1 o cGPx), GPx gastrointestinal (GPx-2 o GPx-Gl), GPx plasmatica (GPx-3 o
pGPx) y GPx de fosfolipidos (GPx-4 o PHGPXx) (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La GPx-1 es abundante en higado, rifidn, pulmén y eritrocitos sometidos a estrés
oxidante. GPx modula la activacion de NF-KB, ya que en su activacion se inhibe en

células tratadas con Se y se induce en ausencia de Se. También se ha visto
involucrada en la modulacion de la apoptosis ya que su incremento inhibe la

apoptosis (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

Glutation S-transferasa (GST)

Las GST son la familia de enzimas desintoxicantes mas importantes de la
naturaleza. La reaccidon mas importante catalizada por esta superfamilia es la
conjugacion del GSH a un co-sustrato hidréfobo que posee un centro electrdfilo. La
conjugacion con GSH hace que estos compuestos sean mas solubles, facilitando su
excrecion del organismo (Oakley, 2011). Otras funciones de las GST son: 1) la

biosintesis de hormonas, 2) la degradacién de la tirosina y del perdxido,3) la
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reduccion de deshidroascorbato y 4) la detoxificacion y biotransformacion de
muchos xenobidticos, incluidos carcindégenos y algunos medicamentos (Diaz et al.,
2004).

1.3.3 Consecuencias del estrés oxidante

Todos los 6rganos son susceptibles al dafio oxidativo debido a las ERO y ERN qué
se generan del metabolismo. Sin embargo, tejidos como el cerebro, el riidn o el
higado que presentan un alto metabolismo pueden ser mas susceptibles en
condiciones de estrés oxidante. A continuacion se describe el dafio oxidativo que
ocurre a diferentes moléculas como lipidos, proteinas y ADN (Ferroni et al., 2023).
Oxidacion de lipidos. La peroxidacion de lipidos biolégicos es uno de los principales
resultados del dafo tisular mediado por el estrés oxidativo. En el caso de las células
cerebrales, estas tienen un alto contenido de lipidos insaturados que las hacen muy
susceptibles a las modificaciones oxidativas. La peroxidacion lipidica mediada por el
‘OH dafa las membranas celulares o genera varios productos secundarios
altamente reactivos como el malondialdehido (MDA), el 4-hidroxi-2 hexenal (HHE),
el 4-hidroxil-2-non-enal (HNE), la acroleina, los isoprostanos y los neuroprostanos
(Singh et al., 2022).

Oxidacion de proteinas. El aumento de ERO conduce a la oxidacion de proteinas.
La edad y la presencia de enfermedades agudas y crénicas aumenta la oxidacion de
proteinas que ejercen diferentes efectos segun el sitio de dano (Griffiths et al.,
2014).

Las proteinas oxidadas deben ser reparadas o eliminadas y esto dependera de los
sistemas de reparacién. Algunas proteinas oxidadas resiste la protedlisis debido a
que inhiben a las proteasas que las degradan (Zentella de Pifia & Pifia, 2008) o bien
pueden actuar como un inhibidor endégeno de la actividad proteasomal provocando

su acumulacién (Figura 5) (Singh et al., 2022).
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Figura 5. Agentes prooxidantes y activadores de proteasas que favorecen la

oxidacion y degradacion de proteinas

(panel izquierdo).

Ademas agentes

antioxidantes que evitan la oxidacion de proteinas y el caso de las proteinas
resistentes a degradacion (panel derecho) (Tomada de Zentella de Pifa & Pifia,

2008).

La acumulacién de proteinas oxidadas da lugar a procesos de envejecimiento y a la

aparicion de multiples enfermedades (del Arenal-Mena et al., 2020).

Oxidacion del ADN. Se refiere a cambios fisico-quimicos en el ADN, los cuales

pueden afectar la interpretacion y transmision de la informacion genética. El dafio al

ADN puede ser causado por las ERO provenientes de fuentes enddégenas o
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exodgenas. Las ERO reaccionan con las bases nitrogenadas y la desoxirribosa,
causando reacciones oxidativas significativas. Uno de los marcadores que indica
dafio al ADN es la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG). Esto puede conducir a
mutaciones, carcinogénesis, apoptosis, necrosis y enfermedades hereditarias (Juan
et al., 2021).

Diversos estudios celulares, moleculares y de comportamiento sugieren que el
estrés oxidativo acumulado es uno de los principales factores causales implicados
en el inicio y la progresiéon de los déficits cognitivos durante el envejecimiento o las
enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad. El hipocampo y el Iébulo
frontal del cerebro son mas propensos a sufrir dafio oxidativo, o que sugiere un
vinculo intimo con la disminucion de las capacidades cognitivas asociadas con la
edad, como la adquisicion de informacién, la recuperacion de recuerdos
declarativos, la atencion y las habilidades del lenguaje. Se cree que el deterioro de
la memoria asociado a la edad es consecuencia del deterioro funcional de las
neuronas y su degeneracion. El estrés oxidativo dafia las terminales nerviosas
mediante disfuncién mitocondrial, acumulacién anormal de vesiculas sinapticas y
disminucién de la liberacidon de neurotransmisores, lo que en ultima instancia induce
un déficit de despolarizacién de la membrana sinaptica y causa el deterioro del

sistema de neurotransmisién (Mecocci et al., 2018; Singh et al., 2022).

La relacion entre ERO y el envejecimiento se ha centrado en la funcidon del
hipocampo, porque se sabe que la disminucion de la funcidon del hipocampo se
correlaciona con biomarcadores de envejecimiento y una serie de trastornos
neurodegenerativos (Hu et al., 2006). Los resultados mas frecuentes del
envejecimiento cerebral son el deterioro de la memoria y el conocimiento; el
deterioro del sistema sensorial (ej, pérdida del olfato) y las disfunciones motoras
(Ferroni et al., 2023).

1.3.4 Efecto antioxidante de la SAC
El efecto protector de la SAC se ha asociado a su capacidad de actuar como un
antioxidante directo e indirecto, a través de los siguientes mecanismos
(Colin-Gonzalez et al., 2012):

e Neutraliza radicales libres, ERO y ERN: antioxidante directo (Figura 6).
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e Activa el factor de transcripcion nuclear factor 2 relacionado con el factor E2
(Nrf2): antioxidante indirecto (Reyes-Soto et al., 2020., Franco-Enzastiga et
al., 2017).

e Aumenta los niveles de enzimas antioxidantes y GSH: antioxidante indirecto.

e Quela iones Fe2+y Cu2+, evitando la formacion de "OH:, la especie mas
reactiva de las ERO: antioxidante indirecto (Figura 6).

e Inhibe la produccion de ON en cultivos de macréfagos y hepatocitos
estimulados con lipopolisacarido o citocinas, efecto asociado con la supresion
de la expresion de la SON inducible (SONi).

e Disminuye la expresion de la NADPH oxidasa un complejo enzimatico que

cataliza la formacién de 02'_ en ratas sometidas a nefrectomia 5/6.

Antioxidante directo. La SAC neutraliza especies oxidantes como el -OH, el radical
peroxilo (ROO"), el H,0,, €l ONOO , el 02'_, el acido hipocloroso (HOCI) vy el 102

(Figura 6). Este efecto ha sido asociado al grupo tioalilo que posee la molécula, ya
que si el grupo alilo es sustituido por un grupo propilo, la capacidad antioxidante
disminuye (Colin-Gonzalez et al., 2012; Maldonado et al., 2011).
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Figura 6. Efecto de la SAC como antioxidante directo al atrapar especies oxidantes
e indirecto al quelar hierro (Fe) y cobre (Cu) (Imagen modificada de Colin-Gonzalez
et al., 2012).

Antioxidante indirecto. La SAC activa el factor Nrf2, conocido como el regulador
“‘maestro” del estado redox celular, debido a que regula la expresién de genes
antioxidantes (SOD, GPx, CAT, GR, entre otros) y detoxificantes (GST), que
protegen a las células contra el dafio oxidante generado por las especies oxidantes
(Colin-Gonzalez et al., 2012; Reyes-Soto et al., 2020; Franco-Enzastiga et al.,
2017). Se ha encontrado que la SAC aumenta el nivel de GSH vy la actividad de las
enzimas antioxidantes: SOD, CAT, GR, y GPx en diferentes tejidos (Colin-Gonzalez
et al., 2012; Goémez-Sierra et al., 2014).

El factor Nrf2 se expresa altamente en érganos detoxificantes como higado y rifidn,
asi como en 6rganos comunmente expuestos a condiciones ambientales externas
como la piel, los pulmones y el tracto digestivo, mientras que en cerebro sus niveles

son bajos (Colin-Gonzalez et al., 2012). La SAC (100 mg/Kg, i.p., durante 3 dias) es
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capaz de activar el factor Nrf2 en hepatocitos de ratas Wistar expuestas a cromo
(Colin-Gonzalez et al., 2012; Kalayarasan et al., 2008). Ademas, un estudio
describio que la administracion cronica de SAC (25, 50, 100 y 200 mg/Kg. i.g.,
durante 90 dias) en ratas Wistar macho sanas indujo un incremento significativo en
la activacion del factor Nrf2 en el hipocampo a partir de la dosis 25 mg/kg y un ligero

aumento en estriado con la dosis de 100 mg/kg (Franco-Enzastiga et al., 2017).

En condiciones homeostaticas, el nivel de Nrf2 esta controlado principalmente por la
proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (Keap1). Keap1 es reconocido por el
complejo ubiquitina ligasa E3 basado en cullin (CUL3). En ausencia de estrés, Nrf2
es ubiquitinado por el complejo Keap1-CUL3 y es degradado a través del
proteosoma (Figura 7) (Crisman et al., 2023; Silva-Islas & Maldonado, 2018; Suzuki
et al., 2023).

En condiciones de estrés oxidante o en presencia de compuestos electrofilos, Nrf2
se libera de Keap1 por oxidacion de algunas de sus Cys (151, 273, 288, 489 o 583)
y se transloca al nucleo, donde se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE)
en la region promotora de los genes de proteinas de fase Il y antioxidantes
activando su expresion (Figura 7). Estas enzimas ayudan a eliminar las sustancias
toxicas y neutralizar los radicales libres del organismo, protegiendo a las células
contra el estrés oxidativo (Crisman et al.,, 2023; Silva-lslas & Maldonado, 2018;
Suzuki et al., 2023).

Actualmente no se conoce el mecanismo por el cual la SAC es capaz de inducir la

activaciéon del factor Nrf2; sin embargo, este efecto podria estar relacionado con lo

qgue hacen otros compuestos sulfurados que inducen Nrf2, como el sulforafano.
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Figura 7. Nrf2 en condiciones basales y en estrés oxidante. Efecto de la SAC sobre
el complejo Nrf2/Keap1 (Imagen modificada de Colin-Gonzélez et al., 2012).

1.4 Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica o plasticidad neuronal se refiere a la posibilidad de alterar la
fuerza de las conexiones dentro del sistema nervioso a través de una experiencia o
lesion. La plasticidad reorganiza la estructura y/o la funcién de las neuronas y es
necesaria no solo para que las redes neuronales adquieran nuevas capacidades,
sino para que se mantengan robustas y estables en el tiempo. La plasticidad
sinaptica es intrinseca al desarrollo y funcién del cerebro, confiriendo adaptabilidad
ambiental, aprendizaje y bienestar general. Sin embargo, la exposicion a factores
ambientales como el estrés, el trauma psicoldgico, el uso de sustancias o factores
socioculturales pueden alterar la plasticidad del cerebro y provocar una serie de

trastornos psiquiatricos y de salud mental (Appelbaum et al., 2023).

25


https://www.zotero.org/google-docs/?ACzAqc
https://www.zotero.org/google-docs/?89ioQE

1.4.1 Factores neurotroficos

Los factores neurotréficos son un grupo de polipéptidos solubles con funciones
dentro del sistema nervioso central y periférico, como la regulacion de la
diferenciacion neuronal, la proliferacion, la migracion y la plasticidad sinaptica. Estos
se dividen segun su estructura y funcion en (Lanni et al., 2010; Rocha & Teixeira,
2017):

e Neurotrofinas como el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y NT-4. En
este trabajo nos centraremos en estas moléculas.

e Superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-$) que incluye
al factor neurotrofico derivado de la linea de células gliales (GDNF).

e Superfamilia de neurocinas que comprende al factor neurotréfico ciliar
(CNTF), la interleucina-6 (IL-6) e IL-11, entre otros.

e Factores no neuronales, como el factor de crecimiento similar a la insulina-1

(IGF-1) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF).

1.4.2 Sintesis y secrecion de neurotrofinas (NT)

Las NT se sintetizan como pre-pro-neurotrofinas (proteinas mas grandes que se
escinden para producir NT maduras) en el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y se
trasladan al aparato de Golgi para acumularse en la red trans-Golgi (RTG). En la
RTG, las NT se secretan a través de dos tipos de vesiculas: las vesiculas secretoras

constitutivas o en granulos secretores regulados (Figura 8) (Al-Qudah & Al-Dwairi,

2016). La via constitutiva de secrecién es independiente de calcio (Ca2+), ocurre en
ausencia de cualquier estimulo desencadenante y se liberan continuamente
granulos de pequeno diametro (50-100 nm). Las NT que tienen principalmente esta
via de secrecion son NGF y NT-4. Mientras que en la via regulada de secrecion las

vesiculas son mas grandes (100-300 nm), brotan de la RTG y se fusionan con la

membrana plasmatica de manera dependiente de ca’* y se secretan en respuesta a
un evento desencadenante extracelular. Las NT que se secretan por esta via son
BDNF y NT-3 (Al-Qudah & Al-Dwairi, 2016).

26


https://www.zotero.org/google-docs/?R42XJr
https://www.zotero.org/google-docs/?R42XJr
https://www.zotero.org/google-docs/?SfEGBW
https://www.zotero.org/google-docs/?SfEGBW
https://www.zotero.org/google-docs/?Alh9qM

-
L]
o ¥ Secrecion
e , constitutiva

Vesiculas via
O constitutiva

. 0,
O . fca (39) 42 @

Wil 1 .I..'g_-
||| | || |
o] |

,

-
5
|

Secrecion
@ ® i N regulada
. @ Vesiculas via

GO'QI reguiada
RTG

Figura 8. Sintesis y secrecion de neurotrofinas por la via constitutiva independiente
de calcio a través de granulos secretores (NGF, factor de crecimiento nervioso y
NT-4, neurotrofina-4) y) y la via regulada dependiente de calcio a través de
vesiculas secretoras constitutivas (BDNF, factor neurotréfico derivado del cerebro y
NT-3, neurotrofina-3) (Imagen modificada de Al-Qudah & Al-Dwairi, 2016 y creada
en BioRender.com)

1.4.3 Senalizacion de las NT

Las formas maduras de NT se unen selectivamente a los receptores TrK (cinasa
relacionada con tropomiosina) (Rocha & Teixeira, 2017), activando diferentes vias
de sefalizacién (Figura 9) como se menciona a continuacién (Bautista-Perez et al.,
2023):

e Proteina cinasa activada por mitogenos/cinasa regulada por senales
extracelulares (MEK/ERK): la proteina adaptadora proteina 2 unida al receptor
del factor de crecimiento (GRB2) se une al receptor Trk fosforilado.
Posteriormente, GRB2 se asocia con la proteina son of sevenless (SOS), que
promueve la activacién de la proteina RAS, iniciando la cascada de cinasas que
incluye RAF/MEK/ERK. Finalmente, ERK puede ingresar al nucleo donde activa
factores de transcripcion como CREB (proteina de unién a elementos de
respuesta al AMP ciclico), promoviendo la diferenciacion neuronal y la
maduracién de las sinapsis.

e Fosfolipasa C gamma (PLCy): el receptor TrK fosforilado activa PLCy, que

hidroliza PIP2 (fosfatidilinositol 4,5 bifosfato) en dos mensajeros secundarios:
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inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El primero se une a su receptor en

el reticulo endoplasmico, provocando la liberacion de ca’ al citoplasma,
mientras que DAG activa la proteina cinasa C (PKC). El calcio y PKC regulan los
canales ibnicos, afectando el potencial de membrana y la excitabilidad
modulando la plasticidad sinaptica.

Fosfatidilinositol 3-cinasa/serina-treonina proteina cinasa (PI3K/AKT): el receptor
Trk fosforilado recluta a PI3K, que a su vez, fosforila a PIP2 para generar
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). PIP3 sirve como segundo mensajero
reclutando a AKT, quien activa la via de mTOR, que desempefia un papel en la
sintesis de proteinas e impacta en el crecimiento axonal. AKT también puede
fosforilar a glucégeno sintasa cinasa-3p (GSK3B), inhibiendo su actividad de
cinasa, lo que favorece la supervivencia y diferenciacion de los oligodendrocitos,
células criticas para mielinizacion, o bien puede afectar la estructura neuronal,

estimulando el cono de crecimiento axonal.
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Figura 9. Vias celulares activadas por la unién de neurotrofina al receptor de cinasa
relacionada con tropomiosina (Trk) (Imagen tomada de Bautista-Perez et al., 2023).
Proteina transformante (Shc), Sustrato 2 del receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos (FRS2), Proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (GRB2),
Son of sevenless (SOS), Proteinas del virus del sarcoma de rata (RAS),Cinasa de
fibrosarcoma (RAF): , Cinasa activada por mitégenos (MEK), Cinasa regulada por
sefales extracelulares 1/2 (ERK1/2), Fosfolipasa C gamma (PLC gamma),
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), Inositol trifosfato (IP3), Diacilglicerol (DAG),
Calcio (Ca), Proteina cinasa C (PKC), Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K),
Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), Serina-treonina proteinas cinasa(AKT),
Objetivo de la rapamicina (mTOR), Proteina de union 1 del factor de iniciacion de la
traduccién eucariota 4E 1 (4EBP1), Proteina de unién a elementos de respuesta al
AMPc (CREB), Factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y Factor
inducible por hipoxia 2 (HIF-2).

NGF se une selectivamente al receptor TrkA, mientras que BDNF y NT-4 son
selectivos para TrkB. NT-3 se une al receptor TrkC y es capaz de activar de manera

menos eficiente a otros receptores Trk. Todas las NT pueden unirse al receptor de
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neurotrofina p75 (p75NTR) con baja afinidad y las pro-neurotrofinas (proNT) también
pueden unirse a p75NTR (Rocha & Teixeira, 2017).

Cuando se activan las vias de los receptores Trk por la unién de NT maduras se
activa la sefalizacién de supervivencia de las neuronas; pero si las NT se unen al
receptor p75NTR, la sefalizacion promueve la muerte celular por apoptosis (Huang
& Reichardt, 2001; Lanni et al., 2010; Rocha & Teixeira, 2017). Las proNT como
proNGF y proBDNF pueden unirse a p75NTR con alta afinidad y provocar muerte
celular (Figura 10) (Rocha & Teixeira, 2017). Sin embargo, un estudio describi6é que
la unién de NGF a p75NTR en embriones de ratones knockout disminuyé la muerte

celular en retina y médula espinal (Frade & Barde, 1999; Rocha & Teixeira, 2017).

NGF BDNF NT3 NT4 proNT

TrkA TrkB TrkC p75NTR

Figura 10. llustracion esquematica de las neurotrofinas, sus respectivos receptores
y los efectos finales que se observan dependiendo del receptor al que se unan.
Lineas azules punteadas indican unién de baja afinidad. Lineas negras indican
union de alta afinidad (Imagen tomada de Rocha & Teixeira, 2017). NGF: factor de
crecimiento nervioso, BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro, NT-3:
neurotrofina-3, NT-4: neurotrofina-4, pro-NT. pro-neurotrofina, TrK: receptor de
cinasa relacionado con tropomiosina y p75NTR: receptor de neurotrofina p75.
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NGF

El NGF es una proteina perteneciente a la superfamilia de nudos de cisteina,
caracterizada por su formacion de bucles con tres puentes disulfuro. Fue la primera
neurotrofina en descubrirse dentro de la familia de factores promotores del
crecimiento nervioso. Se sintetiza como precursor (proNGF), que se escinde para
formar la NT madura, un homodimero unido no covalentemente (Allen et al., 2013).
Vias de senializacion. NGF se une al receptor TrkA, activando las vias de MEK/ERK,
PLCy y PI3K/AKT; induciendo factores de transcripcién como CREB, que aumentan
la expresion de proteinas involucradas en la promocion de la supervivencia
neuronal, la diferenciacion, el reordenamiento del citoesqueleto, la formacion de la
sinapsis y la plasticidad sinaptica (Bautista-Perez et al., 2023; Pramanik et al., 2017;
Rocha & Teixeira, 2017).

Los niveles mas altos de NGF se encuentran en el hipocampo y en las regiones
corticales, donde es producido principalmente por las neuronas y es transportado
retrégradamente a los cuerpos celulares de las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal (NCPB). Las NCPB expresan receptores TrkA y p75NTR y NGF
regula la supervivencia y el mantenimiento de estas células. Las NCPB y sus
proyecciones al hipocampo y la corteza estan involucradas en las funciones de
aprendizaje y memoria. Alteraciones en los niveles de NGF se asocian con cambios
cognitivos durante el envejecimiento y con el deterioro cognitivo en enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Rocha & Teixeira, 2017).

GDNF

Es el polipéptido principal de los ligandos de la familia GDNF (LFG) y un miembro
distante de la superfamilia de TGF-B (Pifa et al., 2014; Rocha & Teixeira, 2017). Los
LFG se producen en forma de precursores como pre-pro-LFG, la secuencia sefal se
escinde durante la secrecion y la activacion de los proLFG probablemente se
produce mediante escision proteolitica (Airaksinen & Saarma, 2002).

Vias de senalizacion. GDNF ejerce sus efectos biolégicos a través de la union al
receptor alfa 1 de la familia de factor neurotréfico derivado de la linea celular glial
(GFRal), (isoformas: anclada a Ila membrana celular mediante un
glicosil-fosfatidil-inositol (GIP) y soluble), que se une al receptor de reordenamiento

durante la transfeccion (RET), activando vias de sefializacién como MEK/ERK y
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AKT (Pina et al.,, 2014; Rocha & Teixeira, 2017). RET esta relacionado con la
supervivencia, la diferenciacion, la proliferacion, el crecimiento de neuritas y la

plasticidad sinaptica (Figura 11) (Zhang et al., 2021).
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Figura 11. Miembros que conforman la familia de ligandos del factor neurotréfico
derivado de la glia (LFG) y sus receptores. En la imagen se observan las vias de
sefializacion de Factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF) al
unirse a su receptor alfa 1 de la familia de factor neurotréfico derivado de la linea
celular glial (GFRa1l) y activar a Receptor de tirosina-cinasa (RET) (Imagen tomada

de Pina et al., 2014).
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GDNF puede desencadenar cascadas de sefalizacion intracelulares independientes
de RET a través de la familia de cinasas de cadena de respuesta almacenada (Src).
La molécula de adhesion de células neuronales (NCAM) se ha identificado como un
segundo receptor de senalizacion para ligandos de la familia GDNF (Figura 12). Por
tanto, la union de GDNF a NCAM da como resultado la migracién de células de

Schwann y el crecimiento axonal en el hipocampo y la corteza (Allen et al., 2013).
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Figura 12. Ligandos de la familia del Factor neurotréfico derivado de la linea celular
glial (GDNF) y sus receptores. En la imagen se puede apreciar la union de GDNF al
receptor alfa 1 de la familia de factor neurotréfico derivado de la linea celular glial
(GFRal) y a la molécula de adhesién de células neuronales (NCAM) (Imagen
tomada de Zhang et al., 2021).

y en las motoneuronas espinales (Pifia et al., 2014). Se sabe que GDNF y sus

receptores se expresan ampliamente en el hipocampo, donde apoya la transmision
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sinaptica y participa en los procesos de aprendizaje y memoria (Rocha & Teixeira,
2017).

GDNF tiene una especificidad relativamente alta para las neuronas dopaminérgicas,
teniendo un potencial significativo en el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson
que se caracteriza por el agotamiento progresivo de las poblaciones de células
dopaminérgicas del mesencéfalo. También se ha descrito que tiene efectos tréficos
y protectores en las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, asi como en las
neuronas motoras periféricas, sugiriendo un potencial terapéutico en la enfermedad
de Huntington y de Alzheimer (Allen et al., 2013). Finalmente, GDNF es importante
en el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas embrionarias y para la
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (Rocha & Teixeira,
2017).

1.5 Memoria

La memoria es una capacidad mental cuya funcion es codificar, almacenar y
recuperar informacion. Esta funcion es esencial para el aprendizaje y la
supervivencia (La memoria, 2022). La memoria se caracteriza por la adquisicién,
almacenamiento y reposicion de la informacion que ingresan a través de alguna via
sensorial.Dentro de las regiones cerebrales asociadas con la memoria se
encuentran el hipocampo, el talamo, la amigdala del I6bulo temporal, los cuerpos
mamilares y el cerebelo (Solis, 2009). Existen tres tipos de almacenamiento de
memoria: sensorial, a corto y largo plazo.

Memoria sensorial. Adquiere la informacién mediante los sentidos y es de corta
duracion. Procesa los estimulos exteriores para su posterior identificacion y
procesamiento (La memoria, 2022). Hay tres tipos de memoria sensorial: 1) ecdica,
retiene informaciéon que recopilamos a través de estimulos auditivos; 2) iconica,
retiene la informacion que recopilamos a través de la vista y 3) haptica: retiene los
datos que adquirimos a traveés del tacto (Cloke, 2023).

Memoria a corto y largo plazo. Se diferencian en la duracion del almacenamiento.
En la memoria a corto plazo, la informacion se almacena de manera transitoria;
mientras que en la memoria a largo plazo es mas duradera (Missaire et al., 2017).
Hay dos tipos de memoria a largo plazo: la memoria explicita e implicita. La

memoria explicita se divide en episddica (memoria de eventos y experiencias) y

34


https://www.zotero.org/google-docs/?Ot87og
https://www.zotero.org/google-docs/?Ot87og
https://www.zotero.org/google-docs/?u0iTX2
https://www.zotero.org/google-docs/?WmlLCk
https://www.zotero.org/google-docs/?WmlLCk
https://www.zotero.org/google-docs/?FF9OtH
https://www.zotero.org/google-docs/?l2Meo6
https://www.zotero.org/google-docs/?sblOOR
https://www.zotero.org/google-docs/?Jr15O0

semantica (memoria de hechos y conceptos). La memoria implicita incluye
habilidades y habitos que adquirimos mediante la repeticion y la practica (Cloke,
2023).

En roedores se puede medir la memoria a corto y largo plazo empleando la prueba
de reconocimiento de objetos (Bevins & Besheer, 2006). Esta se sustenta en la
tendencia innata de los roedores a explorar nuevos estimulos en un entorno
conocido y que estos tienden a pasar mas tiempo explorando un estimulo novedoso

a uno conocido (Lian et al., 2018).

1.5.1 Aprendizaje y memoria espacial

Los seres vivos se orientan se orientan en el espacio para interaccionar con su
entorno. En los animales este proceso se requiere para la busqueda de alimento, la
conducta parental y reproductiva o huir a un lugar seguro (Vicens et al, 2003).

El aprendizaje espacial se refiere al conocimiento en la disposicion y organizacion
del entorno fisico, es decir, forma una representacion de su entorno (mapa
cognitivo) mediante el que localizan la meta (Vicens et al, 2003). Mientras que la
memoria espacial consta de multiples mecanismos especializados en codificar,
almacenar y recuperar informacion acerca de rutas, configuraciones y localizaciones
espaciales (Vicens et al, 2003). La memoria espacial puede verse afectada por
diferentes factores externos e internos como el estrés. Se ha demostrado que el
estrés puede mejorar o deteriorar la memoria relacionada con diversas tareas como
el reconocimiento de objetos, el condicionamiento o la navegacion espacial. La
intensidad de la respuesta al estrés dependera del tipo estresante y del tipo de
memoria evaluada (Troncoso et al, 2010).

Al igual que la memoria a corto y largo plazo, el aprendizaje y la memoria espacial
pueden ser evaluados en roedores empleando la prueba de Morris. Esta prueba es
una de las herramientas mas utilizada en la neurociencia del comportamiento
(Brandeis et al., 1989; D’Hooge & De Deyn, 2001; McNamara & Skelton, 1993), para
evaluar terapias neurocognitivas como intervenciones conductuales, farmacoldgicas
y neuroquirurgicas (D’Hooge & De Deyn, 2001).

La edad afecta el rendimiento de los animales en esta prueba debido a cambios
relacionados con la edad (alteraciones en el rendimiento cognitivo) y con sus

habilidades de natacién, locomocién y exploracion (D’Hooge & De Deyn, 2001).
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Esta prueba consiste en una piscina circular llena de agua en la que se coloca una
plataforma de escape y sefales de referencia para el roedor. Se realizan una serie
de pruebas de entrenamiento para que los animales aprendan a encontrar la
plataforma. El dia de la prueba, la plataforma se retira y se mide el tiempo que los
roedores pasan en el cuadrante donde se encontraba la plataforma (D’Hooge & De
Deyn, 2001). Las ratas con un comportamiento normal aprenden muy rapido y
nadan directamente hacia la plataforma desde cualquier posicion inicial. La direccion
precisa hacia la plataforma de escape proporciona evidencia de que las ratas

aprenden la posicion de la plataforma (Brandeis et al., 1989; Rapp et al., 1987).

1.6 Rifon
Los rifiones son un o6rgano par que se encuentran en la parte posterior del
peritoneo, a ambos lados de la columna vertebral. Tienen forma de frijol y su
superficie es lisa. En el adulto su tamafio es de 10-12 cm de longitud, 5.7 cm de
ancho y 3 cm de espesor y tiene un peso aproximado de 115-155 g en mujeres y
125-170 g en hombres (Cachofeiro et al., 2005).
Algunas funciones renales son:
1. Regula el equilibrio electrolitico, acido-base e hidrico para mantener el
volumen y la osmolaridad de los liquidos corporales.
2. Excreta productos derivados del metabolismo celular y de agentes exdgenos
del organismo.
3. Produce factores vasoactivos como la renina (implicada en la formacion de
angiotensina Il) que regulan la presién arterial.
4. Secreta eritropoyetina para regular la eritropoyesis
5. Regula el nivel de vitamina D3 ya que produce su forma mas activa, la
1,25-dihidroxivitamina D3, que participa en el metabolismo del calcio y el
fésforo.
6. Es un 6rgano con actividad gluconeogénica al sintetizar glucosa a partir de

aminoacidos y otros precursores en situaciones de ayuno prolongado.
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1.6.1 Estructura renal

Un corte sagital muestra dos regiones: la corteza de aspecto rojizo y granuloso,
comparado con la médula que tiene aspecto palido y estriado. La médula se divide
en externa (proxima a la corteza) e interna (Cachofeiro et al., 2005).

La corteza se ubica debajo de la capsula y se proyecta hacia la médula mediante las
columnas renales o de Bertin. Por otro lado, la médula esta formada por 12 y 18
piramides renales, que son unidades conicas, con la base dirigida hacia la corteza y
el vértice dirigido hacia el hilio. El riidn es multilobulado debido a que la piramide
medular y la corteza renal forman un l6bulo renal. El vértice de cada piramide forma
una papila renal situada dentro de un caliz menor y la unién de varios forma un caliz
mayor, estos calices forman la pelvis renal donde se recoge la orina (Figura 13)
(Cachofeiro et al., 2005).

La unidad funcional del rifidn es la nefrona y es responsable de la formacion de la
orina. Cada rifidn contiene alrededor de 1 millébn de nefronas. La nefrona esta
formada por células especializadas que filtran la sangre y modifican selectivamente
el liquido filtrado mediante procesos de reabsorcién y secrecién de diferentes
sustancias. La nefrona esta formada por un corpusculo renal y un sistema tubular.

El corpusculo renal es esférico, esta formado por una red de capilares
interconectados que forman el glomérulo y estan ubicados dentro de la capsula de
Bowman (parte inicial del sistema tubular). Estos capilares se originan en la arteriola
aferente y se reunen para formar la arteriola eferente (Cachofeiro et al., 2005).

La capsula de Bowman se invagina para englobar el glomérulo, generando en su
interior el espacio de Bowman o espacio urinario. Su capa interna (visceral) esta
formada por podocitos.

El sistema tubular esta formado por una sola capa de células epiteliales y diferentes
segmentos como tubulo proximal (con una zona cortical y medular), asa de Henle
(con células aplanadas), tubulo distal (formado por células cubicas), tubulo colector
cortical (drenan de 8 a 10 nefronas que continuan hacia la médula) (Cachofeiro et
al., 2005):
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Figura 13. Estructura interna del rifidon (Imagen tomada de Cachofeiro et al., 2005).

Es un o6rgano altamente metabdlico con altos niveles de oxidaciéon dentro de las
mitocondrias celulares. Los tejidos renales tienen una gran demanda de energia, en
especial las células del tubo proximal, esto se debe a la reabsorcién de nutrientes
después de la filtracion glomerular. El rifidn es particularmente vulnerable al dafo
oxidativo mitocondrial, ya que puede estar relacionado con la aparicion y progresion

de la enfermedad renal cronica y la insuficiencia renal aguda (Kitada et al., 2020).

1.6.2 Marcadores bioquimicos de dano renal

La alteracion de algunos parametros como el nivel de proteinas y el pH en la orina
indican la presencia de diversas afecciones (Bilbao et al., 1995). La orina en
condiciones normales contiene una baja concentracion de proteinas, en su mayoria
de origen tubular como la proteina Tamm-Horsfall y en menor cantidad albumina.
Con dano renal el nivel de proteinas séricas disminuye, porque estas son
excretadas en la orina, por lo que la determinacion de proteinas tanto en suero
como en orina es de gran utilidad para el diagnéstico de enfermedades renales
(Pena-Esparragoza et al., 2023). En el caso del pH, las personas sanas tienen un
valor entre 5-6. Valores alcalinos indican una infeccion en las vias urinarias,
mientras que valores mas acidos indican la presencia de acido urico (Bilbao et al.,
1995).
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1.7. Estudios preclinicos y clinicos para el desarrollo de nuevos farmacos

El desarrollo de un nuevo farmaco requiere una importante inversién de capital,
recursos Yy experiencia tecnolégica (Dickson & Gagnon, 2004). El gasto en
desarrollo de nuevos farmacos aumenta constantemente y actualmente supera los
1500 millones de ddlares por farmaco, con un cronograma que abarca entre 10y 15
afnos, dependiendo de la complejidad de la enfermedad y su proceso (Issa et al.,
2017).

La farmacoterapia se ha desarrollado en respuesta a las necesidades de atencion
sanitaria de la poblacidon en la medida que lo permiten los recursos y la tecnologia.
La tendencia mas reciente ha sido buscar medicamentos para el tratamiento de
enfermedades cronicas, especialmente aquellas que comunmente afectan a las
personas de edad avanzada. Las tres principales causas de muerte son: las
enfermedades cardiovasculares, el cancer y los accidentes cerebrovasculares
(Dickson & Gagnon, 2004).

El éxito de un producto se logra al realizar estudios preclinicos y clinicos validados
por un sistema de gestiéon de calidad, en los que la molécula de estudio debe
demostrar seguridad y eficacia para ser autorizada y comercializada. Previo a
presentar una solicitud para un nuevo producto ante las autoridades regulatorias, es
necesario realizar la etapa de investigacion preclinica que van desde una prueba de
concepto en animales, hasta demostrar su posible uso terapéutico, asi como su
seguridad toxica (Ramos, 2016). Se considera que el desarrollo de un producto
inicia cuando esta molécula se encuentra en ensayos clinicos (Fase I-1V) (Ramos,
2016).

Cuando un farmaco nuevo posee la autorizacibn gubernamental para su
investigacion en humanos, se inicia el estudio clinico a través de las siguientes
fases de investigacion (Dickson & Gagnon, 2004; Magos & Lorenzana-Jiménez,
2009):

Fase l. Los ensayos clinicos se llevan a cabo en un pequefio numero de voluntarios
sanos para determinar el rango de dosificacion segura y la toxicidad de un
compuesto.

Fase Il. Se prueba en una muestra mas grande de voluntarios que padecen la

afecciéon médica que el producto pretende tratar.

39


https://www.zotero.org/google-docs/?UxUMo8
https://www.zotero.org/google-docs/?t55Y1p
https://www.zotero.org/google-docs/?t55Y1p
https://www.zotero.org/google-docs/?9wdn9B

Fase Ill. Se ocupa una muestra mas grande de sujetos con la enfermedad de
interés en diferentes centros y se prueban cantidades o programas de dosificacion
diferentes a los utilizados en la Fase Il. En esta fase el objetivo principal es
demostrar eficacia.

Fase IV: Esta fase se refiere a la vigilancia continua de la seguridad del nuevo
medicamento en las condiciones reales de uso en un gran numero de pacientes

(poblacién general).

Seguridad y toxicologia. Los estudios preclinicos definen los efectos farmacoldgicos
y toxicologicos antes de su uso en humanos. Para ello, los estudios de toxicidad
deben cumplir con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) como: la correcta
eleccion de la especie animal a usar, la edad, el estado fisiolégico, la dosis, via de
administracion, régimen de tratamiento y la estabilidad del material que se empleara
en las determinaciones (Ramos, 2016).

Los estudios de toxicidad deben mostrar evidencia experimental de la dosis y el
nivel de exposicion a partir de la cual aparecen efectos toxicos y adversos, asi
como esclarecer 6rganos diana con el objetivo de extrapolar los resultados al ser
humano, considerando las diferencias cualitativas y cuantitativas entre especies
(Gaméz & Mas, 2007).

En terapéutica, cada farmaco produce varios efectos, pero normalmente sélo uno de
ellos esta asociado con el objetivo principal de la terapia; todos los demas efectos
se denominan efectos indeseables o secundarios. Algunos de estos efectos
secundarios pueden ser perjudiciales para el bienestar de los seres humanos y se
conocen como efectos adversos, nocivos o toxicos del farmaco (Eaton & Gilbert,
2010).

La alergia quimica a una sustancia es una reaccion adversa mediada por el sistema
inmune que resulta de una sensibilizacion previa a esa sustancia o a otra
estructuralmente similar. Para describir esta situacion se utilizan los términos
hipersensibilidad, reaccion alérgica y reaccion de sensibilizacion. Una vez ocurrida
la sensibilizacion, pueden producirse reacciones alérgicas por la exposicion a dosis
relativamente muy bajas de una sustancia. Las reacciones de sensibilizacién son a

veces graves y pueden resultar mortales (Eaton & Gilbert, 2010).
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La idiosincrasia quimica es una respuesta normal a una sustancia quimica y esta
determinada genéticamente. Esta respuesta suele ser similar en individuos, sin
embargo algunos pueden presentar una forma de sensibilidad extrema a dosis
bajas o insensibilidad extrema a dosis altas de la sustancia (Eaton & Gilbert, 2010).
Los efectos toxicos inmediatos ocurren o se desarrollan rapidamente después de
una sola administracion de una sustancia, mientras que los efectos tdxicos
retardados pueden ocurrir después de un tiempo. Algunos efectos toxicos pueden
ser reversibles o irreversibles, por ejemplo, si una sustancia quimica produce una
lesién patologica en un tejido, la capacidad de ese tejido para regenerarse
determina si el efecto es reversible o irreversible, las mayoria de las lesiones son
reversibles, sin embargo en el SNC son en gran medida irreversibles porque sus
células diferenciadas no pueden reemplazarse (Eaton & Gilbert, 2010).

Otra distincion de los efectos toxicos se relaciona con el sitio de accion. Los efectos
locales ocurren en el sitio del primer contacto entre el sistema biologico y el toxico,
mientras que los efectos sistémicos requieren la absorcidén y distribucién de una
sustancia toxica desde un punto de entrada hasta un sitio distante en el que se
producen los efectos nocivos. La mayoria de sustancias que producen toxicidad
sistémica generalmente provocan toxicidad en solo uno o dos érganos (6rganos
diana). El 6rgano objetivo de la toxicidad no necesariamente es el lugar con mayor
concentracion del compuesto (Eaton & Gilbert, 2010).

Un agente quimico no produce efectos toxicos en un sistema bioldgico a menos que
ese agente o sus productos de degradacion metabdlica (biotransformacién) lleguen
a lugares apropiados del cuerpo en una concentracién y durante un periodo de
tiempo suficiente para producir una manifestacion toxica. El que se produzca una
respuesta toxica dependera de: las propiedades quimicas y fisicas de la sustancia,
la situacion de exposicion, el metabolismo del agente y la susceptibilidad general del
sistema biolégico del sujeto (Eaton & Gilbert, 2010).

La via de administracion puede influir en la toxicidad de las sustancias. Por ejemplo
un agente que actua sobre el SNC y que se desintoxica eficientemente en el higado,
es menos toxico cuando se administra por via oral que cuando se inhala, porque la
via oral requiere que la dosis pase por el higado antes de llegar al cerebro, después
a la circulacion sistémica y finalmente al SNC (Eaton & Gilbert, 2010).

En animales de experimentacion la exposicion a sustancias quimicas se dividen en

cuatro categorias: aguda, subaguda, subcronica y cronica. La exposicion aguda se
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define como la exposicion a una sustancia quimica hasta 24 h, esta exposicion
generalmente se refiere a una sola administracion, se pueden administrar
exposiciones repetidas dentro de un periodo de 24 h para algunas sustancias
quimicas ligeramente toxicas o practicamente no toxicas. La exposicion repetida se
divide en tres categorias: subaguda, subcrénica y cronica. La exposicion subaguda
se refiere a la exposicidn repetida a una sustancia quimica durante 1 mes o0 menos,
subcrénica durante 1 a 3 meses y cronica durante mas de 3 meses (Eaton & Gilbert,
2010).

42



2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La SAC es el compuesto organosulfurado mas abundante en el EAE. Entre sus
multiples beneficios, se ha encontrado que en diferentes modelos de dafio ejerce un
efecto protector debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Esto se
relaciona con su capacidad de actuar como una molécula antioxidante al eliminar
radicales libres, ERO y ERN, ademas de restaurar los niveles de enzimas
antioxidantes e inducir la activacion del factor de transcripcién Nrf2, por mencionar
algunos. Sin embargo, un mecanismo poco estudiado de la SAC es su efecto
neurotrofico.

Estudios que emplean diferentes preparaciones del ajo han demostrado tener efecto
sobre la neuroplasticidad in vivo mejorando la memoria en animales jévenes sanos
o con algun déficit cognitivo (Bautista-Perez et al., 2023). Ademas, la SAC es capaz
de mejorar el aprendizaje y la formacion de la memoria en ratones con senescencia
acelerada (Hashimoto et al., 2020). Sin embargo, no hay estudios que evaluen el
efecto de la administracion crénica de la SAC sobre la memoria (memoria a corto y
largo plazo, asi como memoria espacial), el nivel de neurotrofinas (NGF y GDNF) y
el posible efecto toxico en diferentes regiones cerebrales (estriado, corteza frontal y
las regiones CA1, CA2 y giro dentado del hipocampo) de animales adultos jévenes
sanos.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion crénica
de la SAC (100, 200 y 400 mg/Kg, por via oral) sobre la memoria, la expresion de
neurotrofinas y el dafio morfolégico en diferentes regiones cerebrales; asi como,
evaluar la expresion y/o actividad de algunas enzimas antioxidantes en el cerebro,
plasma y riidn de ratas macho adultas jévenes sanas.

Los resultados derivados de este estudio generaran conocimiento que sustente el
consumo de la SAC como un suplemento alimenticio durante en el envejecimiento o
bien que apoye su uso como terapia coadyuvante en diferentes padecimientos que
cursen con deterioro de la memoria como las demencias, la enfermedad de

Alzheimer y el accidente cerebrovascular, entre otras (Colin-Gonzalez et al., 2012).
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3. HIPOTESIS

Si la SAC es un aminoacido con propiedades antioxidantes, capaz de mejorar el
aprendizaje y la memoria en ratones con senescencia acelerada, entonces:

1. Su administracién crénica en animales adultos jévenes sanos, mejorara la
memoria y aumentara los niveles de neurotrofinas (NGF y GDNF) en cerebro.

2. Su administracion cronica en animales adultos jovenes sanos, incrementara el
nivel de la enzima antioxidante SOD2 en cerebro y SOD1, SOD2 y GPx en rifidn y la
actividad plasmatica de SOD, CAT, GPx y GST.

3. Su administracion crénica en animales adultos jovenes sanos, no inducira
alteraciones histolégicas en ninguna de las regiones cerebrales estudiadas
(estriado, corteza frontal y las regiones CA1, CA2 y giro dentado del hipocampo), ni

en el rindn.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion cronica de la SAC sobre la memoria, el nivel

de neurotrofinas en cerebro, el nivel de enzimas antioxidantes en rifidn y cerebro, la

actividad plasmatica de enzimas antioxidantes, asi como los cambios morfolégicos

cerebrales y renales posteriores a su administracion oral en ratas adultas jovenes

sanas.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar en animales adultos jévenes sanos, el efecto de la administracion crénica
(90 dias) de la SAC (100, 200 y 400 mg/Kg, por via oral) sobre:

la memoria a corto y largo plazo.

la memoria espacial.

la expresion de neurotrofinas (NGF y GDNF) y la enzima antioxidante SOD1
y SOD2 en las regiones cerebrales de estriado, corteza frontal e hipocampo.
las alteraciones histologicas en las regiones cerebrales estriado, corteza
frontal e hipocampo (toxicidad).

la expresion de las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2 y GPx en rifidn.

las alteraciones histoldgicas en rifdn (toxicidad).

el nivel de proteinas urinarias (marcador de dafo renal).

la actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx y GST en plasma.

el nivel de proteinas oxidadas en plasma (marcador de dafio oxidativo en

proteinas).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos

Para la sintesis de la SAC vy la actividad de las enzimas antioxidantes se emplearon
los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich Company (St Louis, MO, EUA): clorhidrato
de L-cisteina monohidratada, sodio, bromuro de alilo, xantina, xantina oxidasa,
H202, nitroazul de tetrazolio (NBT), albumina sérica bovina, nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), glutation
reductasa, GSH, azida de sodio, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), guanidina y 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH).

El acido tricloroacético (TCA) y el etanol absoluto fueron de Reactivos Quimica
Meyer (CDMX, México). El xilol y el carbonato de litio (LiCO;) fueron de Golden Bell
Reactivos (San José del Arenal, AGS, México).

Para la inmunohistoquimica se utilizé el Kit Vectastain® Elite® ABC-HRP,
Peroxidasa estandar (PK6100) de Vector Laboratories, Inc (Newark, CA, EUA), los
anticuerpos anti-SOD1 y anti-SOD2 de ENZO (Farmingdale, NY, EUA), anti-GPx de
Abcam (Grove Street Waltham, MA, EUA), anti-NGF y anti-GDNF de Bioss (West
Cummings Park, MA, EUA).

Los demas reactivos fueron de grado analitico y se obtuvieron de fuentes

comerciales conocidas.

6.2 Sintesis de la SAC

La sintesis quimica de la SAC se realizdé en un matraz bola, a partir de clorhidrato de
L-cisteina monohidratada (5.25 g) y bromuro de alilo (2.7 mL) en medio de etanol
absoluto (90 mL) utilizando sodio metalico (2.76 g) como catalizador. Este
procedimiento se realiz6 en bafio de hielo (reaccion exotérmica) con agitacion
constante durante 1 h (Figura 14).

Al concluir la agitacion se adiciondé agua destilada fria a la solucién (25-30 mL)
ocasionando que la solucion cambiara de color blanco a una tonalidad ligeramente
amarilla y continu6 en agitacién 1 h mas. Finalmente, la solucion se coloco en un
vaso de precipitados donde se calent6 a 70°C con agitacion constante para
evaporar el etanol, todo el procedimiento se realiz6 en una campana de extraccién.

Por ultimo, el vaso se coloco en un bafio de hielo y se adiciono acido acético glacial
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(5 mL) para precipitar la SAC. Al precipitado obtenido se le adiciono una pequefia
cantidad de etanol absoluto frio para limpiar de impurezas, se filtr6 al vacio y se dejo
secar. Para identificar el compuesto se determiné el punto de fusién (220°C) y se

analizé por espectroscopia infrarrojo (IR), comparando con un estandar.

@)

i /\)L
Br FtOH, Na \\\\/’\ S OH

HS/\‘)LOH + A ———

NH

NH2

2

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

Figura 14. Reaccién quimica de la sintesis de la SAC.

6.3 Animales

Se emplearon ratas macho Wistar con 10 semanas de edad y un peso de 280-320
g, del bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Se colocaron 4 animales/grupo en
cajas de acrilico con alimento y agua ad libitum. Se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (25+3°C), humedad (50£10%) e iluminacién (ciclos de 12
h luz/oscuridad). El estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL-INNN) del Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” proyecto 07/13.

6.4 Diseno experimental

Los animales se dividieron al azar en 4 grupos experimentales:
e Grupo control (CT).
e Grupo SAC 100, se les administr6 SAC 100 mg/Kg peso.
e Grupo SAC 200, se les administr6 SAC 200 mg/Kg peso.
e Grupo SAC 400, se les administré SAC 400 mg/Kg peso.

Los animales fueron administrados por via i.g. cada 24 h durante 90 dias con

solucion salina isotonica (SSI) para el grupo CT o son SAC (100, 200 y 400 mg/Kg)
para los grupos de SAC.
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En el dia 90 se recolectd la orina de 24 h. Después los animales fueron eutanizados
con pentobarbital sdédico (120 mg/Kg, ip.) para obtener sangre intracardiaca

(plasma) y extraer el cerebro y riidn para su posterior estudio.

6.5 Evaluaciones cognitivas

6.5.1 Prueba de memoria a corto y largo plazo

Se realiz6 mediante la prueba de reconocimiento de objetos, empleando una caja
gris con las siguientes dimensiones: 80 cm de altura, 60 cm de ancho y 80 cm de
largo. La fase de aclimatacion se realizé en el dia 88 y se realiz6 en dos partes;
primero se colocé cada animal en la caja sin objetos durante 5 min para que
reconocieran el entorno y después cada animal se coloco en la caja que ahora
contenia 2 esferas (objetos conocidos) durante 5 min. La prueba de memoria a corto
plazo se realizé 1 h después de la aclimatacion en el dia 88. Para ello, se reemplaz6
uno de los objetos conocidos (esfera) por un objeto desconocido (caja azul) y los
animales se colocaron en la caja durante 5 min. La prueba de memoria a largo plazo
se realizé 24 h después de la aclimatacion en el dia 89. Para ello, se reemplazo el
objeto desconocido por un objeto desconocido (cilindro) y los animales se colocaron
en la caja durante 5 min. Se cuantificd el tiempo que el animal interacciona con el
objeto conocido y el desconocido. Finalmente, se calculdé el indice de

reconocimiento (%) con la siguiente férmula:

(t)desconocido * 100
(t)desconocido + (t)conocido

% Indice de reconocimiento =

(t) = tiempo en segundos

6.5.2 Prueba de memoria espacial y aprendizaje espacial

Se realizd6 mediante la prueba de laberinto de Morris, empleando una alberca
circular azul de 160 cm de diametro y 50 cm de profundidad, que contenia
aproximadamente 400 L de agua tenida con colorante vegetal azul. Dentro de la
alberca se colocé una plataforma circular azul de 11.3 cm de diametro. Dicha

plataforma se coloc6é a 28 cm de altura, 2 cm por debajo del nivel del agua y a 30
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cm de la pared de la alberca. Se colocaron 4 figuras geométricas amarillas en la
pared azul como puntos de referencia para los animales.

Entrenamiento: se llevd a cabo durante 5 dias (dia 83-88). Se realizaron 4
ensayos/dia, con la finalidad de que los animales identificaran el lugar en el que se
encontraba la plataforma. Cada ensayo durd 1 min. Los animales se introdujeron a
la alberca desde cuatro puntos diferentes y se cuantificé el tiempo (s) que los
animales tardaron en ubicar la plataforma. Si un animal no encontraba la plataforma
al concluir el minuto, se le guiaba para llegar a ella y se dejaba durante 5 s. Para la
construccion de la grafica, no se incluyd el tiempo del primer ensayo de cada dia.
Este ensayo lo consideramos como periodo de aclimatacién, ya que los animales
estaban en su caja con ciertas condiciones ambientales y se metian al agua. Solo
se utilizo el tiempo de los tres ensayos posteriores para realizar el analisis.

Prueba final: se realizé en el dia 89 y duré 1 min. Para ello, se retir6 la plataforma y
se cuantifico el tiempo (s) que los animales tardaron en llegar al cuadrante donde se

encontraba la plataforma.

6.6 Obtencion de las muestras

6.6.1 Orina

La orina se recolectd el dia 90. Para ello, los animales ingresaron 24 h antes (dia
89) a las cajas metabdlicas que se encontraban en la Sala de Experimentos
Agudos, Subagudos y Crénicos de la Facultad de Medicina, UNAM.

Se midio el volumen urinario, se guardo y se congel6 en tubos Falcon a -80°C hasta

Su uUso.

6.6.2 Plasma

La sangre se extrajo por puncion intracardiaca obteniendo aproximadamente 2 mL
en tubos eppendorf. Se centrifugd a 835 g (Centrifuga eppendorf Modelo 5415 D),
durante 10 min a temperatura ambiente para obtener el plasma que se guardo y

congel6 a -80°C hasta su uso.
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6.6.3 Organos

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (120 mg/Kg, i.p.), después
se perfundieron con 150 mL de SSI 0.9% con heparina fria (600 mL SSI + 2.5 mL
heparina 5,000 Ul/mL), seguido de 250 mL de paraformaldehido al 4% en
amortiguador PBS. Los 6rganos (cerebro y riidn) se extrajeron y se fijaron en

paraformaldehido al 4% durante 28 h, posteriormente se incluyeron en parafina.

6.7 Actividad de las enzimas antioxidantes en plasma

6.7.1 Actividad de la superéxido dismutasa (SOD)

La actividad fue determinada empleando una mezcla de reaccion que contenia
xantina 0.3 mM, EDTA 0.6 mM, NBT 150 mM, carbonato de sodio 400 mM y
albumina sérica bovina 0.1%. Se incubaron 15 uL de muestra + 81.5 uL de la mezcla
de reaccion durante 15 min a 27°C. El ensayo inici6é al adicionar 2 uL de XO y
transcurridos 10 min se detuvo la reaccion con 33 uL de cloruro de cobre 0.8 mM.
Se midio la absorbancia a una longitud de onda de 560 nm. La cantidad de proteina
que inhibe un 50% de la reduccién del NBT, se consideré como 1 U de actividad de

SOD vy los resultados se expresaron en U/mL.

6.7.2 Actividad de la catalasa (CAT)

La actividad fue determinada empleando una mezcla de reaccién que contenia H,0,
30 mM en amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 7.0. Se adicionaron 10 uL de
muestra (diluida 1:10 con agua destilada) a 750 uL de la mezcla de reaccién a
temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia a 240 nm cada 15 s, durante 1.5 min.

La actividad se expres6 en U/mL.

6.7.3 Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad fue determinada empleando una mezcla de reaccion que contenia
EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, glutatiéon reductasa 219 U/mg y
GSH 1 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM. Se adicionaron 50 pL de la muestra
sin diluir a 400 puL de la mezcla de reaccién y se incubd por 5 min a temperatura
ambiente. Para llevar a cabo la reaccion se adicionaron 50 uL de sustrato H,O, 30

mM. Se midi6é la absorbancia a 340 nm cada 15 s durante 2 min. La actividad se
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expres6 en U/mL, empleando el coeficiente de extincion molar del NADPH
(e =6.22x10*3 M cm™).

6.7.4 Actividad de la glutation S-transferasa (GST)

La actividad fue determinada colocando 40 uL de la muestra sin diluir, 425 pL
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5y 10 uL de GSH 50 mM. La reaccion inicid
al adicionar 25 pL de CDNB 20 mM. Se midié la formacion del complejo
GSH-dinitrobenceno a una absorbancia a 340 nm cada 15 s durante 2 min. La
actividad se expres6 en U/mL, empleando el coeficiente de extincién molar del
CDNB (¢=9.6 M'cm™).

6.8 Proteinas oxidadas

Se emplearon dos tubos: a) problema con 20 puL de muestra y 80 uL de DNPH 10
mM en HCI 2.5 M y b) blanco con 20 uL de muestray 80 uL de HCI 2.5 M. A ambos
tubos se les adicioné 100 puL de TCA al 20% y se centrifugaron 10 min a 4°C a 2310
g. Se decanté el sobrenadante, al boton se le adicionaron 100 puL de TCA al 10% y
se centrifugé 10 min a 4°C a 2310 g. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con 60
uL con acetato de etilo-EtOH 1:1, en cada lavado los tubos se centrifugaron 10 min
a 4°C a 2310 g (Centrifuga eppendorf Modelo 5415 D). Finalmente, se evaporé el
acetato de etilo-EtOH y el botdn se resuspendié en 133 pL de guanidina 6 M. El tubo
problema se ley6é a 370 nm y el blanco a 280 nm. El nivel de proteinas oxidadas se
expresd en nmol/mg de proteina, empleando el coeficiente de extincién molar del
DNPH (e = 22000 M"'cm™). La concentracion de proteina en cada muestra se
expreso en mg/mL y se obtuvo empleando el coeficiente de extincion molar de la

albumina (¢ = 97680 M cm™) y el peso molecular (66000 g/mol).

6.9 Tincion de hematoxilina y eosina (H&E)

Los tejidos (rindn y cerebro) incluidos en parafina se cortaron en un microtomo 820
Histo-Stat (American Instrument Exchange, Inc., Haverhill, MA, USA) para obtener
cortes de 4 um de grosor, que fueron desparafinados con dos lavados de xilol
seguido de diferentes grados de etanol y finalmente agua. La tincién se realizé con
hematoxilina, seguido de LiCO; al 1% y por ultimo eosina 0.1% con lavados de agua

entre cada reactivo. Por ultimo los tejidos se deshidrataron con volumenes
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crecientes de etanol (96° y absoluto) y xilol, se montaron con resina y se dejaron
secar. Los cortes se visualizaron en un microscopio Nikon E200 (Nikon, Melville, NY,
EUA) utilizando el objetivo 40X, para cerebro se tomaron 2 fotografias de 3 regiones
cerebrales diferentes (estriado, corteza e hipocampo) y de rifién se tomaron 3

fotografias de 3 zonas diferentes de la corteza.

6.10 Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes de cerebro y rifion de 4 um de grosor, se desparafinaron con
xilol y se hidrataron con soluciones decrecientes de etanol y lavados con PBS y
agua destilada. Los cortes se hirvieron en amortiguador de citrato 10 mM, pH 6.0
que contenia tritbn X-100 al 0.2% y Tween 20 al 0.05% durante 30 min y se
enfriaron a temperatura ambiente durante 30 min.

La actividad de la peroxidasa endogena se inactivd en los cortes con H202 al 1%
durante 15 min. Después, los cortes se bloquearon con suero normal de caballo del
Kit Vectastain y se incubaron con el anticuerpo primario anti-NGF (1:50), anti-GDNF
(1:50) y anti-SOD 2 (1:50) para cerebro y con anti-SOD1 (1:100), anti-SOD2 (1:100)
y anti-GPx (1:100) para riidn durante 24 h a 20°C. Los cortes se lavaron 5 veces
con PBS y se incubaron con el Kit Vectastain siguiendo las instrucciones del
fabricante. Finalmente, los cortes se incubaron con 3’3-diaminobencidina y se contra
tineron con hematoxilina. Los cortes se visualizaron en un microscopio Nikon E200
(Nikon, Melville, NY, EUA) utilizando el objetivo 40X, del cerebro se tomaron 2
fotografias de 3 zonas diferentes (estriado, corteza frontal e hipocampo) y del rifidn
se tomaron 3 fotografias de 3 zonas diferentes de la corteza (Silva-Islas et al.,
2019).

6.11 Proteinas urinarias

Se empled el método de turbidimetria donde se precipitan las proteinas al adicionar
TCA al 12.5%. La lectura fotométrica de la turbidez fue realizada en un
espectrofotometro (Beckman Coulter, Inc., Modelo DU 730) a una longitud de onda
de 420 nm.

La orina se diluyé (1:5 con SSI 0.9%) y centrifugé 10 min a 835 g (Centrifuga

eppendorf Modelo 5415 D) a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd 1 mL
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de orina diluida con 250 pL de TCA al 12.5% y se leyo la absorbencia a 420 nm. A la
par, se realizé un blanco para cada muestra adicionando 1 mL de orina diluida y 250
uL de SSI. Se emple6 una curva estandar de albumina (0.04 - 0.8 mg/mL), donde se
interpolaron los valores de las absorbencias obtenidas. Los resultados se

expresaron en mg de proteina/24h.

6.12 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media * error estandar de la media (ESM). Los datos
se analizaron mediante analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la
prueba de Dunnet y en algunos casos se empled la prueba de t de student pareada.

Todos los datos se analizaron utilizando el software Graph Pad Prism 9.4.1.
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7. RESULTADOS
7.1 Evaluaciones cognitivas

7.1.1 Memoria a corto y largo plazo

La administraciéon de SAC 100 y 200 mg/Kg mejoré la memoria a corto plazo un 56 y
60% con respecto al grupo CT, respectivamente. Sin embargo, la prueba de
memoria a largo plazo no presentdé cambios con ninguna de las dosis estudiadas
(Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la memoria a corto (A) y largo (B)
plazo, empleando la prueba de reconocimiento de objetos. Se presenta el
porcentaje de reconocimiento del objeto nuevo en los animales del grupo control
(CT) y los grupos tratados con SAC (100, 200 y 400 mg/Kg). Los datos se presentan
como la media  error estandar de la media. El analisis estadistico se realiz6 con la
prueba de Dunnet (*p<0.05), n= 3-5.
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7.1.2 Memoria espacial y aprendizaje: Cuadrante de Morris

Los animales se entrenaron para que aprendieran a encontrar la plataforma durante
5 dias previos (dia 84 - 88) al dia de la prueba final (dia 90), realizando 4 ensayos
por dia. En todos los grupos, el tiempo que los animales tardaron en encontrar la
plataforma disminuyd con respecto al dia 1 de entrenamiento. En el dia 4 (ensayo
14 -16), las 3 dosis de SAC (100, 200 y 400 m g/Kg) evaluadas presentaron un
menor tiempo con respecto al grupo CT; sin embargo, solo las dosis de SAC 100 y

400 mg/kg fueron estadisticamente diferentes (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la memoria espacial y el
aprendizaje, empleando el Laberinto de Morris. Se presenta el tiempo (s) que los
animales del grupo control (CT) y los grupos tratados con SAC (100, 200 y 400
mg/Kg de peso) tardaron en encontrar la plataforma en los ensayos de
entrenamiento de la prueba de Laberinto de Morris. Se realizaron 4 ensayos/dia
durante 5 dias previos (dia 84-88), al dia de la prueba final (dia 89). En cada uno de
los animales, cada ensayo se realizdé dejando un intervalo de 20 min. Para construir
la grafica y realizar el analisis estadistico se excluyo el primer ensayo (aclimatacion)
de todos los dias de entrenamiento (ver material y métodos) y sélo se emplearon los
tres ensayos posteriores. Los datos se presentan como la media + error estandar de
la media. El andlisis estadistico se realizdé con la prueba de Dunnet (**p<0.01), n=
2-6.
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El dia de la prueba final empleando el Laberinto de Morris, la plataforma fue retirada
como se menciono en la seccion de Materiales y Métodos. Inicialmente se calculo el
tiempo que los animales pasaron en el cuadrante donde se encontraba la
plataforma, ya que este parametro es el que comunmente se describe en los
articulos. Sin embargo, con dicho parametro no se observaron cambios
estadisticamente significativos entre los grupos CT (34.1715.023) y los que
recibieron SAC 100 mg/Kg (35.00+£3.873), SAC 200 mg/Kg (25.83+3.670) y SAC
400 mg/Kg (27.08+4.429). A pesar de que en los videos fue muy evidente como al
colocar los animales en algun punto de la piscina, estos inmediatamente se dirigen
al cuadrante en donde se encontraba localizada la plataforma. Por ello, decidimos
informar el tiempo en el que los animales de cada grupo se dirigieron al cuadrante
donde se encontraba la plataforma. Con este parametro, los animales de los 3
grupos que recibieron SAC presentaron un menor tiempo con respecto al grupo CT,
sin embargo, solo las diferencias observadas en los grupos SAC 100 y 400 mg/kg
fueron estadisticamente significativas (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la memoria espacial y el
aprendizaje, empleando la prueba de Laberinto de Morris. Se presenta el tiempo en
el que los animales del grupo control (CT) y los grupos tratados con SAC (100, 200
y 400 mg/Kg de peso) se dirigieron al cuadrante donde se encontraba la plataforma.
La prueba se realizé el dia 89 durante 1 min. Los datos se representan mediante el
grafico de cajas y bigotes, que muestran la mediana, rango el intercuartil y los
valores atipicos. El analisis estadistico se realizé con la prueba de Dunnet (*p<0.05),
n= 2-6.
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7.2 Expresion de NT y enzimas antioxidantes en cerebro

Se empled la técnica de inmunohistoquimica para evaluar los niveles de GDNF y
NGF en corteza frontal, estriado e hipocampo. Se consideraron células positivas a
las NT, aquellas células que presentaron un inmunomarcaje de color café en el
citoplasma. Mientras que el inmunomarcaje positivo para SOD2 se aprecié como
puntos localizados de forma perinuclear evidenciando la presencia de esta enzima

en la mitocondria (Figura 18A).

7.2.1 Corteza frontal

Se presentan imagenes representativas de la corteza frontal del grupo CT y los
grupos tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg. Con flechas rojas se sefalan las
células positivas para GDNF (Figura 18A, panel superior), NGF (Figura 18A, panel
medio) y SOD2 (Figura 18A, panel inferior).

Se observd un aumento en la expresion de GDNF con las tres dosis de SAC
evaluadas; sin embargo, este aumento (15%) solo fue significativo en el grupo que

recibié 400 mg/Kg de SAC con respecto al grupo CT (Figura 18B, panel izquierdo).

En el caso de NGF se observé un aumento significativo en la expresién de esta NT
en los grupos administrados con SAC 100 y 200 mg/Kg con respecto al grupo CT. El
aumento observado en estos grupos fue de 79% (grupo SAC 100) y 73% (grupo
SAC 200). A pesar de que el grupo que recibio SAC 400 mg/Kg presentd un

aumento, este no fue estadisticamente significativo (Figura 18B, panel central).

Finalmente, SOD2 aumento con las tres dosis de SAC; sin embargo, el aumento en
la expresion de esta enzima solo fue significativo en los grupos tratados con 100 y
400 mg/Kg de SAC con respecto al grupo CT. El tratamiento con SAC 100 aumento
un 82% la expresion de SOD2, mientras que en grupo SAC 400 el aumento fue del
84% (Figura 18B, panel derecho).
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Figura 18. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre los niveles de expresion de GDNF
(factor neurotrofico derivado de la glia), NGF (factor de crecimiento nervioso) y
SOD2 (superoéxido dismutasa 2) en corteza frontal cerebral. Se muestran imagenes
representativas del grupo control (CT) y los grupos administrados con SAC (100,
200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. (A) Células positivas de color café se indican
con flechas rojas, 40X. (B) Las graficas muestran el porcentaje de células positivas
a GDNF, NGF y SOD2/campo. Los datos se muestran como la media * el error
estandar de la media. El analisis estadistico se realizé con la prueba de Dunnet
(***p=0.001, ****p<0.0001) y t-student (*p<0.05), n= 3-6.
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7.2.2 Estriado

Se presentan imagenes representativas del estriado para el grupo CT y los grupos
tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg, sefialando con flechas rojas las células
positivas para GDNF (Figura 19A, panel superior), NGF (Figura 19A, panel medio) y
SOD2 (Figura 19A, panel inferior). No se observaron diferencias en la expresion de
GDNF (Figura 19A, panel superior) y NGF (Figura 19A, panel medio), ya que no se
observaron células positivas en ninguno de los grupos.

Solo se observo un aumento significativo en el nivel de expresion de la SOD2 con
las tres dosis de SAC administradas con respecto al grupo CT. El mayor aumento en
la expresion de SOD2 (382%) se observo en el grupo que recibié SAC 100 mg/Kg.
Mientras que los grupos que recibieron SAC 200 y 400 mg/Kg presentaron un
aumento del 198% y 218%, respectivamente (Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la expresion de GDNF (factor
neurotréfico derivado de la glia), NGF (factor de crecimiento nervioso) y SOD2
(superoxido dismutasa 2) en estriado cerebral. (A) Se muestran imagenes
representativas del grupo control (CT) y los grupos administrados con SAC (100,
200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. Células positivas de color café se indican
con flechas rojas, 40X. (B) La grafica muestra el porcentaje de células positivas a
SOD2/campo. Los datos se muestran como la media £ el error estandar de la
media. El analisis estadistico se realizé con la prueba de Dunnet (*p<0.05,
***p<0.001) y t-student (*p<0.05, linea rosa), n= 3-6.
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7.2.3 Hipocampo, regiones CA1, CA2 y giro dentado (GD)
Regién CA1

Se presentan imagenes representativas de la region CA1 del hipocampo para el
grupo CT y los grupos tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg, sefialando con
flechas rojas las células positivas para GDNF (Figura 20A, panel superior), NGF

(Figura 20A, panel medio) y SOD2 (Figura 20A, panel inferior).

Se observé un aumento estadisticamente significativo en la expresion de GDNF en
los grupos tratados con SAC 100 y 200 mg/Kg con respecto al grupo CT (Figura
20B, panel izquierdo). EI aumento en el grupo SAC 100 mg/Kg fue del 28%,
mientras que en el grupo SAC 200 mg/Kg fue del 31%.

Por otro lado, se observé un incremento en la expresion de NGF en los grupos que
recibieron SAC 100 y 200 mg/Kg un 38% y 24%, respectivamente con respecto al
grupo CT (Figura 20B, panel central).

Finalmente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la

expresion de SOD2 en la region CA1 del hipocampo, en ninguno de los grupos

estudiados (Figura 20B, panel derecho).
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Figura 20. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la expresién de GDNF (factor
neurotréfico derivado de la glia), NGF (factor de crecimiento nervioso) y SOD2

(superdxido dismutasa 2) en la region CA1 del hipocampo. (A) Se muestran

imagenes representativas del grupo control (CT) y los grupos administrados con
SAC (100, 200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. Células positivas de color café se
indican con flechas rojas, 40X. (B) Las graficas muestran el porcentaje de células
positivas a GDNF, NGF y SOD2/campo. Los datos se muestran como la media * el
error estandar de la media. El analisis estadistico se realizé con la prueba t-student

(*p<0.05, **p<0.01), n= 2-6.



Region CA2

Se presentan imagenes representativas de la region CA2 del hipocampo para el
grupo CT y los grupos tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg, sefalando con
flechas rojas las células positivas para GDNF (Figura 21A, panel superior), NGF

(Figura 21A, panel medio) y SOD2 (Figura 21A, panel inferior).

Solo la expresion de NGF presentdé un aumento significativo del 33% en el grupo
tratado con SAC 100 mg/Kg comparado con el grupo CT (Figura 21B). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de GDNF vy
SOD2 en la region CA2 del hipocampo (Figura 21A).

SAC 200 mg/Kg SAC 400 mg/Kg

Figura 21. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la expresion de GDNF (factor
neurotréfico derivado de la glia), NGF (factor de crecimiento nervioso) y SOD2
(superoxido dismutasa 2) en la region CA2 del hipocampo. (A) Se muestran
imagenes representativas del grupo control (CT) y los grupos administrados con
SAC (100, 200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. (B) Células positivas de color
café se indican con flechas rojas, 40X. La grafica muestra el porcentaje de células
positivas a NGF/campo Los datos se muestran como como la media £ el error

estandar de la media. El analisis estadistico se realizé con la prueba t-student
(**p<0.01), n= 2-6.
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Giro dentado

Se presentan imagenes representativas del GD del hipocampo para el grupo CT y
los grupos tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg, senalando con flechas rojas las
células positivas para GDNF (Figura 22, panel superior), NGF (Figura 22, panel
medio) y SOD2 (Figura 22, panel inferior).

No se observaron diferencias en la expresién de GDNF, NGF y SOD2, en ninguno
de los grupos estudiados.

Cuntrol SAC 400 mg/Ki

SAC 100 mg/Kg SAC 200 mg/Kg

A %
&

GDNF

NGF

SoD 2

Figura 22. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la expresion de GDNF (factor
neurotrofico derivado de la glia), NGF (factor de crecimiento nervioso) y SOD2
(superdxido dismutasa 2) en el GD del hipocampo. Se muestran imagenes
representativas del grupo control (CT) y los grupos administrados con SAC (100,
200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. Células positivas de color café se indican
con flechas rojas, 40X. El analisis estadistico se realizé con la prueba de Dunnet. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas con un valor de *p<0.05,
n= 2-6.
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7.3 Dano morfolégico en cerebro

Se muestran imagenes representativas de la corteza frontal (Cx), el estriado (St) y el
hipocampo (regiones CA1, CA2 y GD). La administracion cronica de SAC no indujo
alteraciones morfologicas en ninguna de las regiones estudiadas. En todas se
observa una morfologia celular intacta: células redondas con un nucleo definido y el
neuropilo eosindfilo se encuentra preservado (Figura 23).

Control SAC 100 mg/Kg SAC 200 mg/Kg

SAC 400 mg/Kg

Figura 23. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre las alteraciones morfologicas en
corteza frontal (Cx), estriado (St) y en la regiéon CA1, CA2 y GD del hipocampo. Se
muestran imagenes representativas del grupo control (CT) y los grupos
administrados con SAC (100, 200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. Se observa
que las células (color purpura) y el neuropilo (tejido eosindfilo) estan intactos.
Tincién de hematoxilina y eosina (H&E), 40X. n= 3-6.
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7.4 Expresion de enzimas antioxidantes en riiidn

Se presentan imagenes representativas de la corteza renal de los animales del
grupo CT y los grupos tratados con SAC 100, 200 y 400 mg/Kg. Se senalan con
flechas rojas las células positivas para SOD1 en el citosol de color café (Figura 24A,
panel superior), para SOD2 en las mitocondrias como puntos de color cafe
alrededor del nucleo (Figura 24A, panel medio) y para GPx en el citosol de color
café (Figura 24A, panel inferior).

Solo se observé un aumento en la expresion de la SOD1 en los grupos tratados con
200 y 400 mg/Kg de SAC, con respecto al grupo CT. El aumento en el grupo SAC
200 fue del 34%, mientras que en el grupo SAC 400 fue del 26% (Figura 24B).

No se observaron cambios en la expresién de SOD2 (Figura 24A, panel medio) y

GPx (Figura 24A, panel inferior) en ninguno de los grupos estudiados.
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Figura 24. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la expresion de SOD1 (superdxido
dismutasa 1), SOD2 (superoxido dismutasa 2) y GPx (glutatién peroxidasa) en riion.
Se muestran imagenes representativas de la corteza renal del grupo control (CT) y
los grupos administrados con SAC (100, 200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. (A)
Células positivas de color café se indican con flechas rojas, 40X. (B) La grafica
muestra el porcentaje de células positivas a SOD1/campo. Los datos se muestran
como como la media + el error estandar de la media. El analisis estadistico se
realizé con la prueba de Dunnet (**p<0.01) y t-student (*p< 0.05, linea rosa), n= 2-6.
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7.5 Nivel de proteinas en orina

La administracion de SAC 200 mg/Kg aumentd significativamente un 73% la

excrecion de proteinas en orina con respecto al grupo CT (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la excreciéon de proteinas
urinarias. Se presentan los mg de proteina excretados en 24 h en los animales del
grupo control (CT) y los grupos administrados SAC (100, 200 y 400 mg/Kg). Los
datos se presentan como la mediaterror estandar de la media. El analisis
estadistico se realiz6 con la prueba t-student (*p<0.05), n=3-5.
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7.6 Dafno morfoloégico en rifidn

No se observé dafio histolégico en el grupo CT ni en ninguno de los grupos tratados
con SAC. En los cuatro grupos se observdé una morfologia renal normal con el
glomérulo intacto y una capsula de Bowman evidente. Ademas, los tubulos
proximales y distales presentaron una morfologia caracteristica. En los tubulos
proximales las células son cubicas y gruesas y se distingue el borde en cepillo.
Tienen un abundante citoplasma eosindfilo y por ello su lumen es discreto. A
diferencia de los tubulos proximales, los tubulos distales tienen un lumen mayor
debido a que sus células son en forma de tubo (delgadas). En ambos casos el

nucleo de estas células es evidente (Figura 26).

Figura 26. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre las alteraciones morfolégicas en
rindn. Se muestran imagenes representativas del grupo control (CT) y los grupos
administrados con SAC (100, 200 y 400 mg/Kg de peso) por 90 dias. Se senalan las
siguientes estructuras: Corpusculo renal (CR), Capa parietal de la capsula de
Bowman y Tubulos renales (TR). Tincién de H&E, 40X. n= 2-6.
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7.7 Actividad de las enzimas antioxidantes y el nivel de proteinas oxidadas en

plasma

La administracién crénica de SAC 100 y 200 mg/Kg aumento la actividad plasmatica

de la SOD con respecto al grupo CT (42% y 55%, respectivamente) (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la actividad de SOD en plasma.
Se presenta la actividad en U/ml en el grupo control (CT) y los grupos administrados
con SAC (100, 200 y 400 mg/Kg). Los datos se presentan como la media * error
estandar de la media. El analisis estadistico se realizd con la prueba t-student
(*p<0.05), n=4-5.
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No se observaron cambios en la actividad de las enzimas CAT, GPx y GST, asi

como en el nivel de proteinas oxidadas en el plasma de los grupos estudiados

(Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT, GPx, GST y nivel de proteinas oxidadas en plasma.

Control (CT)

SAC 100 mg/Kg

SAC 200 mg/Kg

SAC 400 mg/Kg

CAT
(U/mL)

3.592 + 0.8529

3.554 + 0.4268

4.564 + 0.7474

2.776 £ 0.4191

GPx
(U/mL)

0.7296 + 0.05207

0.7581 £ 0.05467

0.8917 £ 0.04313

0.863 £ 0.09176

GST
(U/mL)

0.05599 + 0.003054

0.06568 + 0.003600

0.06078 + 0.008814

0.0472 £ 0.004139

Proteinas
oxidadas
(nmol/mg
proteina)

6.563 + 0.6782

7.357 £ 0.6762

5.797 £ 0.3687

7.763 £ 1.144

Los datos se presentan como la media £ error estandar de la media. El analisis
estadistico se realizd con la prueba de Dunnet. No se observaron diferencias

estadisticas, n=4-5.

7.8 Peso corporal

Los animales iniciaron con un peso promedio de 324.94 g y llegaron a peso

promedio de 460.5 g (dia 90); se observd un aumento progresivo a lo largo del

tratamiento en todos los grupos.
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DISCUSION

En el presente trabajo se administraron diferentes dosis de SAC en ratas macho
Wistar sanas durante tres meses, para evaluar su efecto sobre la memoria, los
niveles de NT y enzimas antioxidantes, asi como la toxicidad en diferentes regiones
cerebrales, con la finalidad de proponer su uso como un suplemento alimenticio en
el envejecimiento o como coadyuvante neuroprotector en padecimientos
neurolégicos que cursen con alteraciones de la memoria como el infarto cerebral, la
enfermedad de Alzheimer, entre otros padecimientos (Colin-Gonzalez et al., 2012).
Ademas, se cuantificd el nivel y la actividad de enzimas antioxidantes en rifidn y
plasma, respectivamente. Debido a que es la principal via de eliminacion de este

compuesto.

Las pruebas conductuales son una herramienta util en investigacion para la
evaluacion y tamizaje de moléculas, con potencial efecto neuroprotector en modelos
preclinicos de diferentes padecimientos (D’Hooge & De Deyn, 2001). En este
trabajo, las dosis de SAC 100 y 200 mg/Kg mejoraron la memoria a corto plazo
(Figura 15), ya que los animales pasaron mas tiempo explorando el objeto
novedoso, en la prueba de reconocimiento de objetos (Lian et al., 2018). Sin

embargo, ninguna de las dosis de SAC mejor6 la memoria a largo plazo (Figura 15).

La exposicion a un objeto novedoso activa vias de sefnalizacion intracelular en el
hipocampo; como las vias MEK/ERK y PI3K/Akt, las cuales pueden ser inducidas
por NT como VEGF, BDNF, NGF, GDNF, entre otras, promoviendo la diferenciacion
neuronal y la plasticidad sinaptica, dos procesos necesarios para la memoria
(Massaad & Klann, 2011).

Se ha descrito que los niveles del factor de transcripcion CREB fosforilado (pCREB)
aumenta 1 o 2 h después de la exposicion unica durante 5 min a un ambiente
novedoso (campo abierto), pero regresan a niveles normales después de 3 h de la
exposicion (Justel & Psyrdellis, 2014). Los cambios observados en la memoria a
corto plazo podrian estar relacionados con el incremento de pCREB y con la
activacién rapida y reversible de las cascadas de sefializacion en los grupos

tratados con SAC, pero no con la consolidacion de la memoria a largo plazo.
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Por otro lado, Hashimoto y colaboradores (2020) encontraron que la SAC aumentdé
el largo y el numero de dendritas en cultivos primarios de neuronas hipocampales.
Ademas, en ratones senescentes este compuesto mejord la memoria a corto plazo
debido a que evitd la disminucion de los receptores Acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico  (AMPA) y N-metil-D-aspartato
(NMDA) y la proteina cinasa Il dependiente de calcio/calmodulina (CaMKIl) en
hipocampo. La formacion de la memoria comienza con la estimulacién de las
neuronas presinapticas, lo que provoca la liberacion de glutamato, el cual activa los
receptores AMPA y NMDA en la neurona postsinaptica. Esto permite la entrada
excesiva de Ca?, desencadenando la produccion de AMPc y guanosina
monofosfato ciclico/éxido nitrico. Estos mensajeros activan vias de sefializacion
como CaMKIl, PKA, PKC y ERK las cuales llevan a la fosforilacion de CREB, que a
su vez recluta coactivadores para iniciar la transcripcion y traduccion (Massaad &
Klann, 2011). Lo anterior podria estar ocurriendo en los animales tratados con SAC

durante tres meses empleados en este trabajo.

Adicionalmente la prueba de Morris se uso para evaluar el aprendizaje espacial, asi
como la consolidacion/almacenamiento de la memoria (D’Hooge & De Deyn, 2001).
En la evaluacion del aprendizaje espacial se observd una disminucién del tiempo en
el que los animales encontraron la plataforma en los ensayos (Figura 16). Ademas,
el dia de la prueba final el tratamiento con SAC (100 y 400) mejoro la memoria y el
aprendizaje comparado con el grupo control (Figura 17). Durante los ensayos la
activaciéon sostenida y repetida de los receptores AMPA y NMDA, inducen factores
de transcripciéon (CREB) que inducen la expresién de nuevas proteinas. Estas
modulan la fuerza y eficacia sinapticas modificando las propiedades eléctricas de las
membranas, aumentando la expresion de los receptores AMPA y NMDA, alterando
la morfologia sinaptica y aumentando la sinapsis. Lo anterior es necesario para la
potenciacion a largo plazo (PLP) y formacion de recuerdos (Massaad & Klann,
2011). La PLP es una forma de plasticidad sinaptica que se ha relacionado con el
aprendizaje y la memoria espacial (Massaad & Klann, 2011). En este trabajo la SAC
demostrd ser capaz de consolidar la memoria a largo plazo después de los ensayos,
probablemente debido a que estimula la sintesis de nuevas proteinas que ayudaron

a los animales a adquirir y recuperar conocimiento sobre su entorno. Esto permitié a
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los animales localizar de manera mas rapida y eficiente el cuadrante donde se

encontraba la plataforma (Figura 17).

El efecto observado sobre la memoria y el aprendizaje en los animales
administrados con SAC podria estar asociado con cambios en los niveles de
neurotrofinas. Debido a esto en este trabajo se cuantificaron los niveles de NGF y
GDNF. La administracion de SAC incrementé los niveles de NGF en corteza (SAC
100 y 200) en las regiones CA1 (SAC 100 y 200) y CA2 (SAC 100) del hipocampo
(Figuras 18, 20 y 21). Ademas, GDNF (SAC 400) aumentd en corteza y la regién
CA1 (SAC 100 y 200) del hipocampo (Figuras 18 y 20). El estriado no presento
células positivas a NGF y GDNF con ninguna de las dosis usadas de SAC (Figura
19). En la region de giro dentado del hipocampo no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en la expresion de estas NT (Figura 22).

En condiciones fisiologicas los niveles mas altos de NGF y GDNF se encuentran en
el hipocampo y en corteza, apoyando la transmision sinaptica y participando en
procesos de aprendizaje y memoria (Rocha & Teixeira, 2017). Los resultados de
este trabajo muestran que la SAC incrementa el nivel de proteina de NGF y GDNF
en estas dos regiones, debido a que aumenta su expresion o disminuye su
eliminacién. Sin embargo, mas estudios son necesarios para contestar esta

pregunta.

Los cambios observados en la memoria y el aprendizaje podrian estar relacionados
con el aumento de NGF y GDNF en el hipocampo que llevarian al aumento de los
niveles de pCREB, que regula la expresion de novo de proteinas involucradas en la
adaptabilidad del animal a la situacidn experimental a la cual fue sometido. La
fosforilacion de CREB se incrementa por la activacion de las vias de sefalizaciéon
CaMKIl, PKA, PKC y ERK (Massaad & Klann, 2011). También otras regiones del
cerebro como el talamo (principal estacion de relevo) y la corteza prefrontal
(planificacién y adaptacién a condiciones cambiantes) participan en el aprendizaje

espacial (Vicens et al, 2003).

Adicionalmente, el incremento en los niveles de NGF y GDNF en el cerebro de

animales tratados con SAC podria contribuir a la supervivencia, el crecimiento y el
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mantenimiento de neuronas especificas en el SNC y SNP (Allen et al., 2013). En el
caso de GDNF, este esta asociado principalmente con la funcion motora y podria ser
eficaz en padecimientos que cursen con déficits cognitivos y motores o bien en el
envejecimiento. Comparado con otras neurotrofinas, GDNF es un candidato
prometedor para detener la pérdida de la funcion, la degeneracion y la muerte de las
motoneuronas en enfermedades como esclerosis lateral amiotrofica (ELA), atrofias
musculares espinales (AME) y enfermedad de Parkinson (EP) (Rocha & Teixeira,
2017).

La presencia del factor transcripcion CREB también protege a las neuronas por
medio de la regulacién de las ERO. Se ha demostrado que CREB estimula la
expresion de enzimas antioxidantes como la SOD y GPx, lo que contribuye a mitigar

el dano celular al incrementar los factores antioxidantes (Sakamoto, et al., 2010).

El aumento de NGF y GDNF esta relacionado con la actividad de enzimas
antioxidantes, lo podria favorecer el aprendizaje y la memoria. La reduccion del
dafio oxidativo, junto con la generacién y fortalecimiento de plasticidad sinaptica,

contribuyen a crear un ambiente enriquecedor o neuroprotector en el cerebro.

Diversos estudios han demostrado que las ERO desempeinan un papel importante
en la induccién de la PLP. En condiciones normales las ERO son importantes para
la plasticidad y la sefalizacion. Sin embargo, cuando se acumulan en exceso en el
cerebro pueden resultar perjudiciales, ya que modifican la funcidon neuronal y la
memoria. Las ERO como moduladores de la funcién de la memoria, actuan
regulando moléculas de sefalizacion, receptores y canales relacionados con la
plasticidad sinaptica; estos incluyen a los receptores NMDA, canales de calcio
(Ca?*), canales de potasio, la Ca?*/calmodulina cinasa Il (CaMKIl), la ERK, el AMPc
y el factor de transcripcion CREB (Massaad & Klann, 2011). Las ERO son reguladas
por enzimas antioxidantes como la SOD y los animales administrados con SAC
presentaron un incremento en la cantidad de SOD2 (isoforma mitocondrial) en
corteza (SAC 100 y 400) y estriado (SAC 100, 200 y 400), comparado con el grupo
control (Figura 18 y 19). Estos resultados sugieren que el consumo de SAC podria
otorgar grandes beneficios en el envejecimiento, las enfermedades

neurodegenerativas y los eventos cerebrovasculares, que muestran un aumento en
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la produccion de ERO y una disminucion en las defensas antioxidantes,
ocasionando estrés oxidativo neuronal que puede causar déficit en la memoria

espacial (Massaad & Klann, 2011).

Durante el envejecimiento y en los padecimientos neurodegenerativos, se requieren
tratamientos cronicos. Por ello, en este trabajo se evalu6 si la administracion cronica
con SAC presentaba un efecto téxico en corteza, estriado e hipocampo. El
tratamiento con este compuesto no causé dafio en ninguna zona del cerebro
estudiada. Los paneles de imagenes muestran neuropilos intactos y células bien
definidas en los diferentes grupos con tratamiento al igual que en el grupo control

(Figura 23). Lo que refuerza el uso de la SAC en este tipo de padecimientos.

Debido a que la SAC se administré por via intragastrica, nos interesé evaluar el
efecto de este compuesto en otros tejidos, como la sangre y el riidn ya que este es

la principal via de eliminacién.

En rindbn se observd un incremento en los niveles de SOD 1 (SAC 200 y 400),
mientras SOD 2 y GPx no presentaron cambios (Figura 24). Se ha descrito que la
SAC aumenta el factor de transcripcion Nrf2 en higado y cerebro. Este factor regula
la expresion de proteinas antioxidantes (Colin-Gonzalez etal.,, 2012). Este
mecanismo podria ser el responsable del aumento de los niveles de SOD 1 en rifidn
de los animales tratados con SAC de manera cronica. Un aumento en la expresion
de SOD1 sugiere una reduccion en los niveles de anién superéxido renal; por lo
tanto, proporciona una defensa importante contra la acumulacion de ERO
(Carlstréom et al., 2010). La administracion de la SAC puede ser beneficiosa para el
rindn al detener o mitigar este dafo oxidativo asociado con el envejecimiento

preservando su funcion durante mucho tiempo.

Ademas, se observo un incremento en los niveles de proteinas urinarias (SAC 200)
(Figura 25). Este resultado es contrario al observado por Kodera y colaboradores
(2002) quienes encontraron una disminucion en los niveles de proteinas urinarias
con dosis de 1000 mg/Kg. Estas diferencias pueden deberse a la edad de los
animales y al esquema de administracién. En este trabajo se emplearon animales

con un peso inicial de 300 g y un esquema de administracion de tres meses con
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dosis de 100, 200 y 400 mg, mientras que el llevado a cabo por Kodera emplearon
animales de 150 g administrados durante un mes con dosis de 250-2000 mg/Kg de
SAC.

A pesar del incremento de proteinas urinarias, no se observaron cambios
morfolégicos con ninguna de las dosis de SAC empleadas ya que se observo una
morfologia normal de glomérulos y tubulos renales comparado con el grupo control
(Figura 26).

Finalmente, en plasma s6lo se observd un aumento en la actividad de la SOD
(Figura 27), mientras que CAT, GPx y GST no presentaron cambios (Tabla 7). La
presencia de SOD en plasma es relevante para proteccién, ya que niveles bajos de
esta enzima pueden estar relacionados con enfermedades asociadas al estrés
oxidativo. Adicionalmente, no se observaron cambios en los niveles de proteinas
oxidadas en plasma (Tabla 7), debido probablemente al incremento en los niveles
de SOD inducidos por la SAC.
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CONCLUSIONES

El consumo cronico de la SAC mejord la memoria a corto plazo y el aprendizaje en
ratas Wistar macho sanas, este efecto podria estar asociado con el incremento de

GDNF y NGF en corteza e hipocampo.

El consumo cronico de SAC no indujo alteraciones morfoldgicas en corteza frontal,

estriado e hipocampo, asi como en el rifidn (principal via de eliminacion de la SAC).

Con base a los hallazgos mencionados anteriormente, se acepta la hipotesis, ya que
estos resultados sugieren que la SAC podria ser consumida de forma crénica como
un suplemento alimenticio en adultos jovenes sanos o bien podria ser usado como
un coadyuvante o un agente neuroprotector en aquellos padecimientos

neurodegenerativos en los que se ve afectada la memoria.
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