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RESUMEN 

ANTECEDENTES: El yodoacetato (IAA) inhibe en forma irreversible a la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GA3PDH), lo cual disminuye la degradación de la glucosa y la producción de ATP, 

por lo que la toxicidad por IAA constituye un modelo de inhibición metabólica. Además del efecto 

anterior, el IAA puede modificar covalentemente a grupos tiol e hidroxilo de otras enzimas. En 

diferentes cultivos neuronales, como el de las neuronas granulares de cerebelo (NGC), el IAA genera 

especies reactivas de oxígeno (ERO), como el radical hidroxilo (HO����) y el uso de diversos 

antioxidantes disminuye la producción de las ERO y la muerte celular.  

JUSTIFICACIÓN: En los cultivos primarios de NGC no está claro si los antioxidantes que protegen a 

las neuronas del daño por IAA son capaces de prevenir la inhibición de la GA3PDH por IAA. En este 

trabajo se usó el ácido nordihidroguayarético (NDGA) como un potencial agente neuroprotector en 

este modelo experimental debido a que es un antioxidante natural que es especialmente eficaz para 

atrapar HO���� (concentración inhibidora al 50%, CI50 = 0.15 µM), el cual está involucrado en la 

neurotoxicidad por IAA. Con el NDGA también podremos establecer si este antioxidante previene la 

inhibición de GA3PDH inducida por IAA. Tampoco está claro si el IAA es capaz de inhibir 

directamente a las enzimas antioxidantes a las concentraciones que causan daño neuronal. Es 

importante establecer lo anterior debido a que si el IAA inhibe directamente a las enzimas 

antioxidantes; dicha inhibición podría contribuir a explicar el aumento de las ERO inducido por IAA.  

HIPÓTESIS: En los cultivos primarios de NGC se modifica la actividad de algunas enzimas 

antioxidantes en presencia de IAA y el NDGA, por sus propiedades antioxidantes intrínsecas, es 

capaz de atenuar la neurotoxicidad inducida por IAA. 

OBJETIVOS: Evaluar el efecto del IAA en la actividad de algunas enzimas antioxidantes y determinar 

el efecto del NDGA sobre la neurotoxicidad inducida por IAA en cultivos de NGC. 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL: (1) Establecer la CI50 del efecto tóxico del IAA medido 24 h después 

de 30 min de exposición en las NGC. (2) Evaluar el efecto del IAA, 30 µM, sobre la viabilidad celular y 

la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión 

reductasa (GR) y glutatión-S-transferasa (GST) a las 2, 4 y 6 h después de 30 min de incubación con 

el tóxico, (3) Evaluar el posible efecto alquilante directo del IAA sobre GR y GST. (4) Evaluar el 

posible efecto protector del NDGA 20 µM, sobre la neurotoxicidad inducida por IAA en los cultivos de 

NGC a las 24 h después de 30 min de incubación con el tóxico. (5) Determinar el efecto del NDGA 20 

µM sobre la disminución de la actividad de GA3PDH inducida por IAA a las 24 h después de 30 min 

de incubación con el tóxico. (6) Determinar el efecto del NDGA sobre el estrés oxidativo inducido por 

18.4 y 25 µM de IAA monitoreado a través de las actividades de aconitasa y fumarasa a las 8 y 24 h 

después de 30 min de incubación con el tóxico. 
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RESULTADOS: El IAA causó un decremento en la viabilidad celular en forma dependiente de la 

concentración con una CI50 de 18.4 µM a las 24 h después de 30 min de incubación con el tóxico. El 

IAA a una concentración de 30 µM aumentó la actividad de CAT a las 4 h, la de GPx y la de GST a 

las 6 h y no modificó la actividad de GR, aunque si se observó una disminución significativa de la 

viabilidad celular a estos tiempos. El IAA no ejerció un efecto alquilante directo en la GR y la GST. El 

NDGA, a una concentración de 20 µM, previno significativamente la neurotoxicidad inducida por IAA a 

concentraciones de 18.4, 25 y 30 µM. El NDGA no fue capaz de prevenir la disminución de la 

actividad de la GA3PDH, inducida por IAA a 18.4 y 25 µM; sin embargo, parece prevenir la aparición 

de estrés oxidativo a las 8 y 24 h después de la incubación de las células con el tóxico. 

CONCLUSIONES: El IAA a una concentración de 30 µM no inhibe la actividad antioxidante 

enzimática al menos durante las primeras 6 h posteriores a la incubación durante 30 min con el 

tóxico. Asimismo, no ejerce una inhibición directa sobre la actividad de GR y GST, lo que sugiere que 

la inhibición de las enzimas antioxidantes no es un mecanismo por medio del cual el IAA induce la 

aparición de estrés oxidativo. La preincubación con NDGA 20 µM previene la neurotoxicidad inducida 

por IAA en las NGC por un efecto antioxidante intrínseco y no porque evite la inhibición de la actividad 

de GA3PDH. Los resultados encontrados sugieren que el mecanismo por el cual actúa el NDGA 

como un agente citoprotector es por su capacidad antioxidante directa.  
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I. ANTECEDENTES 

 

I.I. Especies reactivas de oxígeno (ERO) y especies  reactivas de nitrógeno (ERN). Estrés 

oxidativo y mecanismos de defensa antioxidante: Imp ortancia biológica. 

 

En las últimas dos décadas ha tomado mucha importancia el estudio de los radicales libres de 

oxígeno mejor conocidos como especies reactivas de oxígeno (ERO) y de las especies reactivas de 

nitrógeno (ERN) en medicina clínica y experimental. Las ERO y ERN: (a) son generadas durante la 

irradiación por luz UV, rayos X y por rayos gamma (b) son productos de reacciones catalizadas por 

metales (c) están presentes en contaminantes atmosféricos (d) son producidos por neutrófilos y 

macrófagos durante la inflamación (e) son subproductos de las reacciones catalizadas por los 

transportadores de electrones en mitocondria. 

Las ERO y ERN son conocidas por participar con un papel dual en sistemas biológicos, puesto 

que pueden ser benéficos o dañinos. Los efectos benéficos de las ERO se evidencían en su papel 

fisiológico en respuestas celulares y en numerosos sistemas de señalización celular como inducción 

de respuestas mitogénicas. En contraparte, a altas concentraciones, las ERO pueden ser importantes 

mediadores de daño a diversas estructuras celulares: lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Los 

efectos benéficos de las ERO son complementados por la acción de antioxidantes no enzimáticos en 

adición al sistema enzimático antioxidante. A pesar de la presencia del sistema antioxidante de 

defensa para combatir el daño oxidativo producido por las ERO, este daño es acumulado durante 

todo el ciclo de vida de los organismos, ocasionando daño al ADN, a proteínas y a lípidos, por lo que 

ha sido propuesto que juegan un papel muy importante en el desarrollo de muchas enfermedades, tal 

como el cáncer, ateroesclerosis, artritis, desórdenes neurodegenerativos y otras condiciones (Valko et 

al., 2006). 

 

I.I.I. Estrés oxidativo 

 

Este término es ampliamente utilizado para referirse al desequilibrio entre la producción de 

ERO/ERN y los mecanismos de defensa antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 1999). El estrés 

oxidativo es ocasionado por la alta producción de estas especies reactivas o un decremento en la 

capacidad antioxidante endógena (Roth et al., 2004).  
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I.I.2. Definición de radical libre 

 

Los radicales libres (RL) pueden ser definidos como moléculas o fragmentos moleculares, 

capaces de existir independientemente y que contienen uno o más electrones desapareados (Valko 

et al., 2006; Halliwell y Gutteridge, 1999). Un electrón no pareado es uno que ocupa un orbital 

atómico o molecular por sí mismo. La presencia de electrones no pareados usualmente confiere un 

considerable grado de reactividad a los RL, pues ocasiona que estos últimos sean atraídos por un 

campo magnético (paramagnéticos). Los RL pueden generarse por: (a) la pérdida de un electrón de 

un no radical, (b) la ganancia de un electrón de un no radical o (c) la ruptura homolítica de una 

molécula. 

La presencia de RL derivados de oxígeno representa la fuente más importante de estas 

especies generadas en sistemas vivos (Valko et al., 2004). Cabe mencionar que la expresión 

“especies reactivas de oxígeno” es un término colectivo que involucra no sólo los RL derivados del 

oxígeno, sino también a los no radicales derivados de la reducción molecular del oxígeno (O2) y que 

además son muy reactivos (ver Tabla 1). 

 

Tabla 1. Especies reactivas de oxígeno. 

 

Radicales No-radicales 

Superóxido (O2
����) Oxígeno singulete (1O2) forma 1∆ 

Hidroxilo (HO����) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Peroxilo (RO2
����) Ozono (O3) 

Alcoxilo (RO����) Anión peroxinitrito (ONOO) 

Hidroperoxilo (HO2
���� ) Ácido hipocloroso (HOCl) 

Oxígeno singulete (1O2) 

forma 1∑ 

Ácido hipobromoso (HOBr) 

 

Las fuentes de ERO incluyen a la mitocondria, citocromo P450, peroxisomas y activación de 

células inflamatorias (Inoue et al., 2003). La mitocondria es uno de los sitios que más 

significativamente genera H2O2. 
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I.I.3. Reducción univalente del oxígeno. 

 

Si un solo electrón es añadido al O2 en uno de sus orbitales π* el producto es el radical 

superóxido O2
����. La adición de otro electrón al O2

���� produce el ión peróxido, (O2
2). Usualmente, en 

los sistemas biológicos la adición de dos electrones y de dos protones al O2 genera H2O2, finalmente 

la adición de cuatro electrones y dos protones al O2 producen agua, la forma completamente reducida 

del O2. A esta serie de reacciones se le conoce como vía de reducción univalente del O2 (Figura 1), lo 

que contrasta con la reducción tetravalente del O2 catalizada por la citocromo oxidasa (COX). El H2O2 

y O2
���� no escapan como intermediarios durante la reducción del O2 llevada a cabo por la COX (Imlay, 

2003).  

 

I.I.4. Formación de ERO 

 

De acuerdo a la Tabla 2, el O2 es una molécula biatómica que se considera como RL al poseer 

dos electrones desapareados, cada uno localizado en diferentes orbitales pi antienlace (π*). Estos 

dos electrones tienen el mismo número cuántico de espín (espines paralelos), estando entonces en 

un nivel energético estable, es por ello que el O2 puede actuar como un agente oxidante, aceptando 

sólo un electrón por evento. Esto que explica porqué el O2 se comporta como un no RL (Imlay, 2003; 

Halliwell y Gutteridge, 1999). A continuación se describirá la formación de las ERO. 

I.I.4.a. Oxígeno singulete. La forma más reactiva de oxígeno es el oxígeno singulete. Existen dos 

estados: el estado delta (1
∆) el cual posee una energía de excitación de 93.6 kJ por encima del O2  y 

el estado sigma (1
Σ) el cual es el más reactivo y posee una energía de excitación de 157 kJ por 

encima del O2, aunque de acuerdo a la tabla 2, la forma 1
∆, no es un RL (Imlay, 2003; Inoue, 2003; 

Halliwell y Gutteridge, 1999). 

                                                    +e-             +e-            +e-             +e- 

O2   �     O2
����  �     H2O2   �     HO����  ����   H2O 

Fig. 1. Reducción univalente del oxígeno 

Tabla 2. Configuración electrónica de algunas moléculas de O2 en el orbital 2π* (Cárdenas-Rodríguez 

y Pedraza-Chaverri, 2006) 

Especie de oxígeno Configuración electrónica en el orbital 2 ππππ* 

Dioxígeno (O 2)               ____    ____ 

 

Oxígeno singulete ( 1O2)  

 forma 1ΣΣΣΣ 

              ____    ____ 
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 forma 1∆∆∆∆               ____    ____ 

 

Superóxido (O 2
.-)               ____    ____ 

 

 

I.I.4.b. Anión superóxido: La formación del O2
���� ocurre por la reducción univalente del O2; es decir, 

cuando el O2 acepta un electrón. Esta especie es relativamente inestable y se encuentra en equilibrio 

con su ácido conjugado, el radical hidroperoxilo. El O2
���� tiene una función importante in vivo, ya que 

participa en la descarga respiratoria (aumento súbito del consumo de O2) de las células fagocíticas 

activadas por contacto con partículas extrañas en los eventos inmunológicos. Cuando estas células 

se activan, el complejo enzimático NADPH oxidasa, localizado en la membrana citoplasmática, 

reduce parcialmente el O2 de la siguiente forma (Halliwell y Gutteridge, 1999; Winterbourn, 1993; 

Jamieson, 1989): 

                         NADPH oxidasa 

2O2 + NADPH + H+  �  O2
���� + NADP+ + 2H+                             

 

   De la misma forma, la xantina oxidasa (XO) es capaz de reducir O2
 para dar el anión radical 

superóxido de acuerdo a la siguiente reacción: 

                                 XO 

Xantina + O2 + H2O  �  Ácido úrico + O2
���� + H+                                        

 

I.I.4.c. Peróxido de hidrógeno: El H2O2 es formado por la enzima superóxido dismutasa (SOD). 

Aunque no es un RL, tiene una gran lipofilicidad que le permite atravesar las membranas celulares y 

reaccionar con el O2
����en presencia de metales de transición, para generar HO����. Por esta razón se le 

considera un oxidante importante en las células de los organismos aerobios. 

                    SOD    

2O2
���� + 2H+  �    O2 + H2O2                                             

 

   I.I.4.d. Radical hidroxilo: El HO���� es considerado una de las especies oxidantes más dañinas por su 

vida media corta y alta reactividad, suele actuar en los sitios cercanos a donde se produce. La 

formación de HO���� se puede lograr fácilmente por la reacción de Haber-Weiss entre el O2
����y el H2O2     

catalizada por un metal de transición (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

                Fe2+/Fe3+ 

O2
����+ H2O2 � O2 + OH + HO����                                        

 



 7 

   La reacción anterior es la suma de la reacción de Fenton (reacción a) y de la reacción b: 

Fe2+ + H2O2  �  Fe3+ + OH + HO����                           Reacción a 

Fe3+ + O2
••••  �  Fe2+ + O2                                          Reacción b 

    

Ahora bien, el HO���� también se puede formar a partir del HOCl: 

HOCl + O2
���� � HO���� + Cl + 1O2                                           

 

I.I.4.e. Anión peroxinitrito (ONOO): Este anión puede formarse por la combinación del radical óxido 

nítrico (NO����) y O2
����: 

 

NO���� + O2
���� �  ONOO                                                 

    

El ONOO es un potente oxidante que induce la nitración de tirosina, lipoperoxidación y 

citotoxicidad. Se ha encontrado involucrado en varios estados patológicos (Chirino et al., 2004, 2006). 

Un exceso en la producción de O2
���� puede contrarrestar los efectos vasodilatadores del NO���� 

induciendo vasoconstricción. 

El NO���� se forma enzimáticamente por medio de la óxido nítrico sintasa (NOS), una familia de 

enzimas con 3 isoformas producto de 3 genes distintos (Knowles y Moncada, 1994; Alderton et al., 

2001; Margaill et al., 2005) 

I.I.4.f. Ácido hipocloroso: Las peroxidasas son un grupo de enzimas que remueven el peróxido de 

hidrógeno para oxidar a otro sustrato. Una peroxidasa, en este caso, la mieloperoxidasa (MPO), 

presente en altas concentraciones en los gránulos de los neutrófilos, cataliza la conversión de H2O2 a 

ácido HOCl de acuerdo a la siguiente reacción: 

                  MPO 

Cl  + H2O2  �  HOCl + HO����                                           

   La MPO también cataliza la oxidación de los iones Br, I y SCN. 

       

I.I.4.g. Peroxilo, alcoxilo: Estos radicales se forman durante la ruptura de los peróxidos orgánicos y 

durante la reacción de radicales con átomos de carbono con oxígeno (RO2
���� ).  
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I.I.4.h. Producción de ozono: El ozono (O3) es un gas de color azul pálido, protector contra la 

radiación solar y es abundante en las capas altas de la atmósfera. A diferencia del O2, el O3 no es un 

RL.  El O3 es producido por la fotodisociación del O2 a dos átomos de O, cada uno de los cuales 

puede reaccionar con una molécula de O2 (Halliwell y Gutteridge, 1999): 

    E 

O2 � 2O 

O2 + O � O3 

 

 

 

I.I.5. Mecanismos antioxidantes de defensa a nivel celular y extracelular 

 

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones, comparado con el sustrato 

oxidable, retarda o previene significativamente la oxidación de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge, 

1999). Debido a que la producción de ERO ocurre fisiológicamente en los organismos aerobios, se 

hace necesario la presencia de un sistema de defensa que contrarreste los efectos oxidantes de 

estas especies. Este sistema de defensa para su posterior explicación puede ser dividido en dos 

partes: agentes antioxidantes de alto peso molecular y agentes antioxidantes de bajo peso molecular. 

A continuación, se dan sus principales características: 

 

I.I.5.I. Agentes antioxidantes de alto peso molecular 

 

I.I.5.I.a. Superóxido dismutasa (SOD): Cu-Zn SOD y Mn SOD 

Es una enzima que se encuentra en el citoplasma (Cu-Zn SOD), la cual es un homodímero de 

32.5 KDa, contiene Cu(II) y Zn (II) en el sitio activo formando un puente con el imidazol o histidina. De 

la misma forma, se encuentra en la matriz mitocondrial (Mn-SOD), la cual es un homotetrámero de 95 

KDa que contiene Mn(II) en su sitio activo. (Elshafey et al., 1994; Matsuda et al., 1990; Ohta et al., 

1994; Valko et al., 2006; Marklund, 1982).  

La SOD, como se mostró anteriormente, cataliza la conversión del O2
����a H2O2. 

 

I.I.5.I.b. Catalasa (CAT) 

    Esta enzima es un tetrámero de aproximadamente 240 KDa (Cheng et al., 1981) se encuentra 

principalmente en las mitocondrias y los peroxisomas, y cataliza la reducción del peróxido de 

hidrógeno a agua: 

 

2H2O2 �  2H2O + O2                                                 
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I.I.5.I.c. Glutatión peroxidasa (GPx) 

Esta enzima cataliza la reducción de peróxidos empleando dos moléculas de glutatión 

reducido (GSH). Los productos de la reacción son el glutatión oxidado (GSSG) y el agua. 

 

H2O2 + 2GSH  �  GSSG + H2O                                         

ROOH + 2GSH  �  GSSG + ROH + H2O                                 

Es una selenoenzima presente como varias isoformas (Brigelius-Flohe, 1999; Chu et al., 2004, 

Comhair y Erzurum, 2005; Hirotaka y Yasuhito, 2003): -La GPx citosólica (cGPx, GPx-1) está 

presente en el citosol de casi todos los tejidos en diferente distribución, funciona como antioxidante 

en el citosol. La GPx plasmática (pGPx, GPx-3) está presente en los fluidos extracelulares de varios 

tejidos, aunque es en riñón donde existe en una alta concentración. La GPx de fosfolípidos (PHGPx, 

GPx-4) está en la membrana y citosol de varios tejidos, funciona como antioxidante en membrana 

celular, esta isoforma es abundante en testículos. La GPx gastrointestinal (GI-GPx, GPx-2) está 

presente en el citosol de hígado y tracto intestinal en humanos, funciona como antioxidante en tracto 

gastrointestinal. 

  

I.I.5.I.d. Glutatión reductasa (GR) 

    Es una enzima que se encuentra en citoplasma y tiene a la coenzima FAD+ en su sitio activo. Esta 

enzima cataliza la reducción de GSSG empleando la coenzima NADPH: 

 

GSSG + NADPH + H+ �  NADP+ + 2GSH                                 

 

Las evidencias indican que el NADPH reduce a FAD+, el cual transfiere dos electrones a la 

unión disulfuro (-S-S-) entre dos residuos de cisteína del sitio activo. Los dos grupos –SH formados 

interactúan entonces con el GSSG reduciéndolo a dos moléculas de GSH. La GR mantiene los 

niveles adecuados de GSH en la célula (Harris, 1992). 

 

I.I.5.I.e. Glutatión S-transferasa (GST)  

   Hasta el momento se han encontrado las isoformas GST citosólicas y GST microsomales. Las GST 

citosólicas están divididas en cuatro familias principales: α, µ, π y θ, y en cuatro familias minoritarias: 

ζ, σ, κ y ω). Las GST citosólicas están constituidas por dos subunidades proteínicas idénticas, 

mientras que las GST microsomales son trímeros (Sharma et al., 2004). 

Su función primaria es catalizar la conjugación de GSH con una gran cantidad de compuestos 

orgánicos (RX). La reacción general de esta enzima es: 
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RX + GSH � RSG + HX                                                

 

Se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperóxidos de lípidos por medio de una 

actividad de glutatión peroxidasa independiente de Se y que estas enzimas también pueden 

detoxificar al 4-hidroxinonenal, un producto de la peroxidación de lípidos.  

I.I.5.I.f. Tiorredoxina (Trx) 

   Es un polipéptido con un peso molecular de 12 kDa, especialmente distribuido en el retículo 

endoplásmico (Nakamura, 2005). Esta proteína contiene dos grupos tiol adyacentes en su forma 

reducida (SH) que se pueden oxidar a su forma disulfuro (S2 o S-S): 

 

Trx-(SH)2 + proteína-S2 �  Trx-S2 + proteína-(SH)2                          

 

    De acuerdo con la reacción anterior, la Trx puede aportar los electrones en diversas reacciones de 

óxido-reducción, de la misma manera puede reaccionar directamente con el H2O2. Por estas razones 

se considera que la Trx es una proteína antioxidante. 

 

Trx-(SH)2 + 2H2O2  �  Trx-S2 + 2H2O + O2                               

 

I.I.5.I.g. Tiorredoxina reductasa (TrxR)  

   Es una selenoproteína que contiene en su penúltimo carbono un residuo de selenocisteína, 

necesario para su actividad catalítica. Existen dos isoformas: la TrxR1 citosólica y la TrxR2 

mitocondrial, razón por la cual se ubica principalmente en el citosol y la mitocondria (Nordberg y 

Arner, 2001). Las dos isoformas son homodiméricas con un FAD+ por subunidad, el cual reduce al 

grupo disulfuro del sitio activo. Su función es catalizar la reducción del polipéptido tiorredoxina (Trx): 

Trx-S2 + NADPH + H+ � NADP+ + Trx-(SH)2                              

 

I.I.5.I.h. Peroxirredoxinas (Prxs) 

    Este grupo de enzimas son proteínas diméricas de aproximadamente 23 KDa se caracteriza por 

poseer residuos de cisteína en su centro catalítico, lo cual las identifica como enzimas antioxidantes 

específicas para el grupo tiol (Hirotsu et al., 1999). 

 

    Están involucradas en la degradación enzimática de peróxido de hidrógeno, hidroperóxidos y 

peroxinitrito, por lo tanto, las Prxs asumen un papel importante contra el estrés oxidativo. 

 

Prx (-SH)2 + 2H2O2 �   Prx –S2 + 2H2O + O2                              
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La tiorredoxina puede regenerar la forma reducida de las Prx 

 

Prx –S2 + Trx-(SH)2 � Prx (-SH)2 + Trx-S2                                 

 

I.I.5.2. Agentes antioxidantes de bajo peso molecular 

   Los agentes antioxidantes de bajo peso molecular generalmente se clasifican como hidrosolubles 

(principalmente vitamina C, GSH y ácido úrico) y como liposolubles (principalmente vitaminas E y A y 

bilirrubina). Es importante señalar que tanto la vitamina C como la vitamina E se obtienen de la dieta. 

De la misma manera, se conocen otros antioxidantes que son obtenidos también de algunos 

alimentos, principalmente frutas y verduras, y que contribuyen a prevenir el estrés oxidativo, por 

ejemplo, compuestos carotenoides como el licopeno, la luteína y el beta-caroteno, y compuestos 

fenólicos como los flavonoles, flavonas, flavononas, antocianidinas y fenilpropanoides  

 

I.2. Estrés oxidativo y neurotoxicidad 

 

Existen diversos factores que pueden provocar daño neuronal; entre éstos se encuentra la 

excitotoxicidad mediada por receptores de glutamato (N-metil-D-aspartato, NMDA), el daño producido 

por RL y la deprivación de un estímulo despolarizante (mimetizada por la ausencia de potasio). Para 

este estudio, nos enfocaremos en la neurotoxicidad provocada por especies reactivas.  

Todos los organismos aerobios son susceptibles al estrés oxidativo, simplemente porque 

algunas especies semirreducidas de O2, tales como el O2
���� y el H2O2, son producidas en la 

mitocondria durante el proceso respiratorio (Chance et al., 1979). El cerebro es considerado un 

órgano sumamente sensible al daño oxidativo (Floyd y Carney, 1992) por la facilidad de la 

peroxidación de lípidos membranales en él (Zaleska y Floyd, 1985). Lo anterior puede explicarse 

porque contiene una gran cantidad de ácidos grasos fácilmente oxidables (20:4 y 22:6) y además 

porque no se caracteriza por tener una gran cantidad de defensas antioxidantes (Floyd y Carney, 

1992). De hecho, el cerebro posee una baja actividad de CAT, de apenas alrededor del 10% de la 

actividad de esta enzima encontrada en hígado (Marklund et al., 1982). Adicionalmente, el cerebro 

contiene una gran cantidad de hierro y en ciertas regiones presenta grandes cantidades de ascorbato; 

la mezcla hierro/ascorbato se caracteriza, en condiciones isquémicas, por tener un potente efecto 

prooxidante de membranas en cerebro (Zaleska et al., 1989). 

Los efectos mediados por el Ca2+ durante la activación de receptores de glutamato que 

conducen a degeneración neuronal dan lugar a la aparición de estrés oxidativo. La actividad Ca2+-

dependiente de fosfolipasa A2 (PLA2) mediada por receptores de NMDA libera ácido araquidónico 
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(AA), el cual genera O2
���� a través de su metabolismo por lipooxigenasas y ciclooxigenasas para la 

formación de eicosanoides (Singh et al., 2003). El NO● se forma a partir de grandes concentraciones 

de la sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS). Ésta es una enzima que no requiere de calcio para su 

actividad, en contraste con las dos NOS constitutivas: eNOS y nNOS.  

La formación de NO���� de manera sostenida por la glia es neurotóxica, al aumentar la 

sensibilidad de las neuronas a esta especie reactiva. La acción neurotóxica del NO���� se debe 

probablemente a la formación ONOO, el cual es formado por la rápida reacción del NO● con O2
����. 

Además, el ONOO puede reaccionar con la tirosina de las proteínas para formar 3-nitrotirosina 

(Hensley et al., 1997). En condiciones de déficit energético y elevada concentración del Ca2+ 

intracelular, la xantina deshidrogenasa se convierte a XO por proteasas dependientes de Ca2+ 

(calpaína I) generando O2
����. En este ambiente se genera ácido láctico, lo que promueve la liberación 

de Fe2+ y con ello promoverse la reacción de Haber-Weiss (Granger, 1988).  

Estas especies reactivas se han encontrado como productos relacionados en procesos 

neuroinflamatorios en diversas regiones del cerebro (hipocampo, lóbulo parietal inferior y cerebelo) en 

personas que padecen Alzheimer. Existe además evidencia experimental que indica que el estrés 

oxidativo acompaña a enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson y Huntington, ya 

que se ha observado una generación de lipoperoxidación, oxidación de DNA y proteínas, un 

decremento en la actividad del complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa y un almacenamiento 

excesivo de Ca2+ en el retículo endoplásmico (Gibson y Huang, 2004). 

Aunque el cerebro es pobre en sustancias antioxidantes, como se mencionó antes, existen 

algunos compuestos antioxidantes de defensa tal como el ácido ascórbico, el α-tocoferol, el GSH y la 

GPx (Singh et al., 2003). 

Se ha demostrado que los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC) son 

un modelo adecuado para el estudio de la apoptosis en neuronas del sistema nervioso central debido 

a su facilidad de manejo y a la homogeneidad de las células presentes, ya que cultivos primarios de 

ratón y rata después de  3-8 días in vitro (DIV) presentan una proporción mayor al 90% de neuronas 

granulares (el resto son interneuronas inhibidoras y astrocitos) y desarrollan características 

correspondientes a las células maduras in vivo, como sería la completa maduración de las sinapsis 

glutamatérgicas desde los 7-9 DIV (Van-Vliet et al., 1989; Currie y Dutton, 1980; Kingsbury et al., 

1985; Morán y Patel, 1989). En este tipo celular es posible estudiar la apoptosis ya que para el 

crecimiento y maduración de estas células es necesario exponerlas a la acción despolarizante del 

potasio, lo cual mimetiza el efecto de las entradas glutamatérgicas.  (Valencia y Morán, 2001).  

Ya se ha demostrado la aparición de estrés oxidativo durante la deprivación de potasio en las 

NGC. Las NGC cultivadas en un medio con 25 mM de potasio durante 6-8 DIV y transferidas a un 

medio con 5 mM de potasio presentan muerte celular con características apoptóticas. Esta muerte es 
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prevenida con el uso de Cu/Zn-SOD, CAT, dimetilsulfóxido y manitol,  además de que se demostró 

una disminución en la concentración de Ca2+ intracelular seguido de un incremento de ERO a nivel 

citosólico y mitocondrial (Valencia y Morán, 2001). Asimismo, en otro estudio, estos autores sugirieron 

que la muerte neuronal apoptótica involucra la participación de 1O2
 y el O2

���� activando las caspasas 3 

y caspasas 8 y 1, respectivamente, mientras que el H2O2 induce su muerte por necrosis (Valencia y 

Morán, 2004). 

Por otro lado, en las neuronas, la activación de los receptores de glutamato seguida de un 

flujo de calcio a la mitocondria genera ERO, lo que indica que el secuestro de calcio en el interior de 

la mitocondria favorece la generación de estas especies en esta condición. Cabe mencionar que el 

mecanismo por el cual aumenta o disminuye la producción de ERO con la presencia de calcio aún no 

está totalmente dilucidado, aunque una probable explicación a este fenómeno es la formación de 

poros en la membrana mitocondrial, que puede llevar a la pérdida de citocromo c, de GSH y de 

aceptores de electrones (tal como NAD+) en la matriz mitocondrial, favoreciendo el incremento de 

ERO (Chinopoulos et al., 2006).  

 

I.3. Actividad del yodoacetato 

 

El yodoacetato (IAA) es un agente alquilante (Sperling et al., 2003) que se caracteriza por ser 

un inhibidor irreversible, lo cual significa que modifica químicamente a la enzima, sin establecer un 

equilibrio con la enzima libre o con el complejo enzima-sustrato. 

El IAA reacciona con los grupos tiol o hidroxilo de las enzimas a través de una interacción 

covalente (Uto et al., 1995). La exposición de IAA 20 mM inhibe en un 67% la actividad de la glutatión 

sintasa (Gali y Board, 1997); el IAA a concentraciones de 1 y 10 mM inhibe en un 58 y en un 73%, 

respectivamente, la actividad de la GPx plasmática de eritrocitos humanos (Awasthi et al., 1975; 

Mosialou et al., 1993); también se ha observado la inhibición de XO de la leche en presencia de 0.1 

mM de xantina y a diferentes concentraciones de IAA (0.09, 0.36 y 0.90 mM); (Green y O´Brien, 

1967). La incubación de las células de E. coli con (3H)ácido yodoacético alquila a la Trx en cisteína 32 

(en el centro activo de esta enzima se encuentra una cisteína 32 o 35); (Kallis y Holmgren, 1980; 

Holmgren y Fagerstedt, 1982). También, se ha observado la inhibición de la actividad de GST de 

hígado de ratón en presencia de 200 mM de ácido yodoacético (40 min) por la aluilación de la cisteína 

47 (Vega et al., 1998). 

   El IAA inhibe irreversiblemente la actividad de la enzima glucolítica GA3PDH, ya que modifica 

covalentemente al grupo tiol de la cisteína 149 en su sitio activo (Uto et al., 1995; Matthews et al., 

1997) produciendo una inhibición metabólica (Uto et al., 1995; Reshef et al., 1998). 
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I.4. Papel del yodoacetato en la generación de ERO en las neuronas 

 

     En cultivos de NGC, Malcolm et al. (2000) investigaron el efecto neurotóxico del IAA en cultivos de 

6-8 DIV. Los autores observaron que el IAA ocasiona una reducción en la viabilidad celular de 

manera dependiente de la concentración con un CI50 de 9.8 µM (IAA: 1 µM-1 mM). Se demostró la 

generación de ERO al adicionar IAA 30 µM (30 min) en los cultivos celulares en presencia de 2,4-

diclorodihidrofluoresceína diacetato (DFCH-DA). Al adicionar posteriormente BHT (hidroxitolueno 

butilado), U-83836 (compuesto aminoesteroide similar a la vitamina E) y trólox (análogo hidrosoluble 

de vitamina E), se observó una disminución en la fluorescencia de diclorofluoresceína (DCF) en los 

cultivos obteniéndose un incremento en la viabilidad celular. Estos datos sugieren que uno de los 

mecanismos involucrados en la muerte celular inducida por el IAA es la generación de especies 

reactivas. Uto et al. (1995) también observaron en forma indirecta la formación de ERO en cultivos 

neuronales corticales y de neuronas de hipocampo durante la isquemia inducida por IAA 0.1 mM (5 

min) en cultivos de 8 DIV. Se observó una disminución en la muerte neuronal al adicionar α-tocoferol 

(atrapador de radical peroxilo) 100 µg/mL en los cultivos, ya que se obtuvo un incremento en la 

viabilidad celular en ambos cultivos. Sperling et al. (2003) investigaron el papel de las ERO en la 

neurotoxicidad inducida por IAA en cultivos de neuronas corticales.  

    Para examinar el papel de las ERO en la muerte celular, los cultivos se expusieron a diferentes 

antioxidantes en presencia de IAA 100 µM a diferentes tiempos. Se probaron los siguientes 

antioxidantes: LY231617 5 µM (antioxidante sintético que inhibe la lipoperoxidación dependiente de 

Fe2+), α-tocoferol 100 µM, SOD 500 UI/mL y melatonina (atrapador de HO●) 1 mM. La presencia de 

SOD confirió protección solamente después de retirar el tóxico, todos los antioxidantes protegieron en 

presencia del tóxico y LY231617 fue el único antioxidante que confirió protección antes de la adición 

del tóxico.  

    Matthews et al. (1997) también han demostrado que la administración intraestriatal de 50 nM de 

IAA durante 60 min produce en las ratas lesiones en el estriado demostrando además la generación 

de HO● al determinar la conversión del salicilato a ácido 2,3 y 2,5-dihidroxibenzoico (2,3 y 2,5-DHBA) 

por HO●; (Figura 2). Taylor et al. (1996) demostraron la generación de ERO en la línea celular del 

astrocitoma humano UC-11MG al incubar las células con 75 µM de IAA en presencia de 10 µM de 

DCFH-DA durante 5 horas. Los resultados mostraron un incremento máximo en la fluorescencia 

alrededor de las 3 h de incubación, mientras que durante los primeros 30 min de tratamiento no se 

observó la formación de ERO. Paralelamente a la producción de ERO; se observó lipoperoxidación 

de los ácidos grasos, aumento de permeabilidad de la membrana celular y liberación de ácido 
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araquidónico de la membrana plasmática. Al adicionar los antioxidantes lazaroides (antioxidantes 21-

aminoesteroides sintéticos) U74006F 10 µM, U78517F 1 µM y  el antioxidante NDGA 10 µM, se 

inhibió la lipoperoxidación y se atenuó la severidad del daño producido a las células. 

 

 

 

 

                                                                 +  

 

 

 

 

 

Fig. 2. Reacción del salicilato con el HO����. 

 

 

I.5. Características del ácido nordihidroguayarétic o (NDGA) 

 

I.5.I. Introducción 

 

La planta Larrea tridentata es una notable fuente de productos naturales ya que 

aproximadamente hasta un 50% del peso seco de sus hojas está constituido por metabolitos 

secundarios a los que se les ha encontrado alguna actividad biológica. La resina que cubre sus hojas 

produce alrededor de 19 agliconas flavonoides así como muchos lignanos, destacando entre estos 

últimos el antioxidante NDGA (Konno et al., 1990). 

Algunos flavonoides glicosilados, sapogeninas, saponinas, aceites esenciales, alcaloides 

halogenados, terpenoides, cetonas, esteroles y ceras también se aislan de Larrea tridentata (Argueta, 

1994; Romo de Vivar, 1985; Xue et al., 1988; Lara y Márquez, 1996). En términos de la química de 

los productos naturales, esta planta es mejor conocida por la gran cantidad de NDGA que produce la 

superficie de las hojas (Mabry y Bohnstedt, 1981). Se ha encontrado que entre un 5 al 10% del peso 

seco de las hojas está constituido por NDGA y 80% de todos los compuestos fenólicos de la planta se 

encuentran en la resina. En un estudio de la distribución de compuestos fenólicos secundarios se ha 

descrito que las flores, las hojas, tallos verdes y pequeños tallos leñosos contienen NDGA, con una 

alta concentración en hojas (38.3 mg/g) y en los tallos verdes (32.5 mg/g) (Hyder et al., 2002).  
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I.5.2. Descripción botánica, distribución y propiedades medicinales de Larrea tridentata 

 

Larrea tridentata es un arbusto de hoja perenne de 1-3 m de altura, bifurcado y nudoso 

pertenece a la familia Zygophyllaceae (Figura 3). La planta emite un olor penetrante y tiene un sabor 

amargo. Como es una planta perenne retiene muchas de sus hojas durante las sequías o bien, 

durante las bajas temperaturas. No es comestible y es usualmente tóxica, algunas veces causa la 

muerte. 

L. tridentata conocida con los nombres de “arbusto del Creosote”, “chaparral”, “gobernadora”, 

“hediondilla” y “covil” es abundante en las áreas desérticas de México en estados como San Luís 

Potosí, Coahuila, Chihuahua, Durango, Sonora, Zacatecas, Baja California Norte y Sur, y en el 

suroeste de Estados Unidos (Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo México). Se han encontrado 

especies similares en zonas áridas de Argentina y Bolivia. Cabe mencionar que la importancia de 

esta planta también radica en su larga historia de uso en la medicina tradicional. Con respecto a esto 

último se ha utilizado la infusión de las hojas, ramas y la infusión de la raíz de la planta para el 

tratamiento de trastornos relacionados con el aparato genitourinario y la diabetes; y la tintura y 

extractos alcohólicos de la planta y polvo de las hojas para el tratamiento de artritis, reumatismo, 

diarrea y enfermedades de la piel (Argueta, 1994; Tequida et al., 2002; Verastegui et al., 1996; 

Segura, 1978; Calzado-Flores et al., 1995; Tyler y Foster, 1999; Lara y Márquez, 1996; Tyler y Foster, 

1999; Winkelman, 1989; Arteaga et al., 2005). 

 

Fig. 3.  Larrea tridentata 
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I.5.3. Propiedades del NDGA en modelos in vivo e in vitro 

 

El NDGA es un compuesto que contiene dos grupos o-catecoles del grupo de los lignanos. Su 

nombre químico es 4,4´-(2,3-dimetil-1,4-butanediil)bis[1,2-bencenediol], con un peso molecular de 

302.37 g/mol y un punto de fusión de 184.5°C (Figur a 4). El NDGA es conocido como un inhibidor no 

selectivo de la lipooxigenasa (LOX) y por su capacidad antioxidante; sin embargo, este compuesto 

posee múltiples propiedades benéficas que se resumen en la Tabla 3. 

OH

OH

OH

OH

 

Fig. 4 . Estructura del NDGA 

 

I.5.4. Capacidad antioxidante del NDGA en modelos celulares 

 

Se ha demostrado que el NDGA disminuye la toxicidad inducida por H2O2 en células de 

Salmonella TA104 y en células de hámster chino V79 (Nakayama, 1994). Se ha descrito una potente 

actividad antioxidante en las líneas celulares HepG2 y MDA-MB-468 con un CI50 de 5.3 y 1.1 µM, 

respectivamente, determinado con la inhibición de la oxidación de DCFH por tert-butilhidroperóxido 

(Harper et al., 1999). 

En neuronas, se ha demostrado que a una concentración de 0.5 µM el NDGA produce una 

disminución en la formación de RL inducidos por la presencia de péptido beta-amiloide (5-50 µM) 

durante 6 días de exposición en neuronas de hipocampo de rata (Lockhart et al., 1994). El NDGA a 

una concentración de 10 µM evita la disminución en la concentración de GSH inducida por yoduro de 

metilo en cultivos de neuronas cerebelares y cerebrales (Bonnefoi et al., 1991). El NDGA a 

concentración de 1 y 10 µM causa un incremento significativo en la viabilidad de un cultivo de células 

de mesencéfalo expuestas a 5 y 10 µM de L-butionina sulfoximina (BSO); (Mytilineou et al., 1999). El 

NDGA 0.5 µM preserva la viabilidad celular de cultivos de la parte media del cerebro expuestos a 20 

µM de BSO (Canals et al., 2003). Adicionalmente, también se ha encontrado que 2 µM de NDGA 

protege completamente contra la toxicidad de hierro (10-100 µM), ya que previene la muerte de 

neuronas de hipocampo (Goodman et al., 1994) y posee un CI50 de 0.1 µM contra la producción de 
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especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), inducidas por isquemia en cerebro de rata siendo 

más efectivo que el α-tocoferol (CI50 de 0.2 µM) (Shishido et al., 2001). 

Además, se ha encontrado en ensayos in vitro que el NDGA es atrapador de los siguientes radicales:  

  

Especie reactiva CI50 (µM) 
ONOO 4.0 ± 0.9 (1) 
1O2 151 ± 19 (1) 
HO���� 0.15 ± 0.02 (1) 
O2

����
 15 ± 1 (1); 3.0 (2) 

HOCl 622 ± 42 (1) 
(1) Floriano-Sánchez et al., 2006, (2) Kanehira et al., 2003 

Tabla 3.  Propiedades medicinales del NDGA 

Enfermedad / Actividad Efecto terapéutico de NDGA Referencia 

Cardiopatías Modula la expresión de eNOS en 

cultivos de células endoteliales. 

Ramasamy et al., 1999 

Hipertensión Reduce la presión arterial inducida por 

fructosa en ratas. 

Gowri et al., 1999 

Estrogénica El NDGA es convertido por la microflora 

intestinal a compuestos que poseen 

actividad estrogénica in vivo e in vitro. 

Fujimoto et al., 2004 

Anticancerígena Inhibe la multiplicación de un gran 

número de tipos de cáncer humano 

tanto in vivo como in vitro. 

Funciona como un agente 

quimioprotector en diferentes modelos 

de carcinogénesis 

Birkenfeld et al., 1987. 

 

 

Soriano et al., 1999; Moody et 

al., 1998. 

Antiviral El derivado sintético tetrametil-O-NDGA 

muestra actividad anti VIH, ya que inhibe 

la replicación del virus de herpes simple 

en células Vero y del virus del papiloma 

humano 

Chen et al., 1998; Craigo et al., 

2000. 

Antiinflamatorias Inhibe a la 5 y 12 LOX in vitro Safayhi et al., 1992 

Antibacteriana Inhibe el crecimiento de Pseudomonas 

aeruginosa (en un 12.5%) y 

Streptococcus pneumoniae (en un 

100%) en conejos con queratitis  

Gritz et al., 1992 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

      La toxicidad inducida por el IAA representa un modelo de inhibición metabólica in vitro, ya que 

inhibe a la enzima glucolítica GA3PDH impidiendo el flujo de su vía y ocasionando una deprivación de 

la utilización de glucosa y O2. Con respecto a lo anterior, ya se ha reportado experimentalmente que 

un abatimiento del estado energético celular provoca la aparición de ERO (Cordis et al., 1998; Tosaki 

et al., 1993, Clapp et al., 1995; Goldberg et al., 1987; Gwag et al., 1995); además, el IAA también 

podría estar participando en la inhibición de enzimas antioxidantes que contienen en su sitio activo 

grupos tiol (Uto et al., 1995). 

De acuerdo con la revisión realizada, ya se ha demostrado que la neurotoxicidad inducida por 

el IAA genera daño oxidativo, pero no hay evidencia experimental del efecto de la inhibición 

metabólica y la capacidad alquilante inducida por este tóxico sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes en un modelo neuronal. Por otra parte, ya se ha demostrado que el IAA genera radical 

HO����  (Matthews et al., 1997) y el  NDGA es un antioxidante eficaz para atrapar este radical (Floriano-

Sánchez et al., 2006). 

Por otra parte, se podría establecer si además de la capacidad antioxidante del NDGA se 

previene la inhibición de la GA3PDH.  

La determinación de la actividad de algunas enzimas antioxidantes y la evaluación del efecto 

del NDGA sobre la neurotoxicidad in vitro del IAA en las NGC también ayudará a explicar o aportar 

evidencia sobre el mecanismo de generación de especies reactivas que induce el tóxico.  

 

III. HIPÓTESIS  

En los cultivos primarios de NGC se modifica la actividad de algunas enzimas antioxidantes en 

presencia de IAA y el NDGA, por sus propiedades antioxidantes intrínsecas, es capaz de atenuar la 

neurotoxicidad inducida por IAA. 

 

IV. OBJETIVOS  

√ Evaluar el efecto del IAA sobre la actividad de algunas enzimas antioxidantes en cultivos de NGC. 

√ Determinar el efecto del NDGA sobre el daño inducido por IAA en cultivos de NGC. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

V.1. REACTIVOS Y MÉTODOS 

 

V.1.1. REACTIVOS 

La albúmina sérica bovina (ASB), la tripsina, la desoxirribonucleasa tipo I (DNAsa I), la citosina 

arabinósida, la glutamina, el 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico (HEPES), la glucosa, la 

gentamicina, el medio mínimo basal Eagle (MBE), el yodoacetato (IAA), el bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-bifenil tetrazolio (MTT), la azida de sodio (NaN3),la glutatión reductasa (GR), la 

nicotinamida dinucleótido fosfato (NADPH), la nicotinamida adenina dinucleótido (NADH), 

nicotinamida adenina dinucleótido oxidada (NAD+) , el ácido pirúvico, el gliceraldehído-3-fosfato 

(G3P), el arsenato de potasio (KH2ASO4), el fluoruro de sodio (NaF), la fenolsulfonftaleína (rojo de 

fenol), el ácido málico, el isocitrato trisódico, el cloruro de manganeso (MnCl2), la L-cisteína, el 

clorhidrato de (Tris[hidroximetil]aminometano] (TRIZMA), el (t-octilfenoxipoli-etoxietanol) (Tritón X-

100), las tabletas de amortiguador de fosfato, el glutatión reducido (GSH), el glutatión oxidado 

(GSSG), el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), el ácido nordihidroguayarético (NDGA), el 

dimetilsulfóxido (DMSO), el Ciocalteu´s fenol (Folín) y la poli-L-lisina se adquirieron en Sigma 

Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). El carbonato de sodio (Na2CO3), el hidróxido de sodio (NaOH), el 

sulfato de magnesio (MgSO4), el cloruro de sodio (NaCl), el bicarbonato de sodio (NaHCO3), el fosfato 

monobásico de potasio (KH2PO4), el ácido clorhídrico (HCl) y el ácido etilendiamintetracético (EDTA), 

el citrato de sodio dihidratado y el fosfato de sodio monobásico monohidratado (NaH2PO4.H2O), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y el fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) se adquirieron en JT Baker 

(México, D.F.). El inhibidor de tripsina, la penicilina-estreptomicina, el azul tripano y el suero fetal 

bovino (SFB) se adquiriern en Gibco (México, D.F.). El tartrato de sodio y de potasio 

(KNaC2H4O6.4H2O), el cloruro de potasio (KCl) y el alcohol isopropílico se adquirieron en Mallinckrodt 

(México, D.F.). El cloruro de calcio (CaCl2) se adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania).  

 

V.1.2. MÉTODOS 

 

V.1.2.1. Cultivos primarios de neuronas granulares de cerebe lo. 

 

El procedimiento de extracción celular se realizó en una campana de flujo transversal marca 

Nuaire® calentando previamente los medios utilizados durante la extracción de las células en un baño 

marca Riosga® a 37°C por 20 min. Los cultivos de NGC se obtuvier on de 7 ratas Wistar con 7 días de 
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edad postnatal (Van-Vliet et al., 1989; Currie y Dutton, 1980; Kingsbury et al., 1985). Los cerebelos se 

disectaron haciendo uso de un monocular Cole-Parment Instrument®, se disociaron químicamente 

(37°C/10 min) con 0.248 mg/mL de tripsina y en form a mecánica, con una membrana, haciendo uso 

de una centrífuga marca Heraeus®. Las células se cultivaron en cajas de plástico de 24 pozos de 

Corning Incorporated® USA y en cajas de 60x15 mm de NuncTM (previamente cubiertas con poli-L-

lisina filtrada 0.005 mg/mL por lo menos 12 h antes) utilizando 10 mL de MBE suplementado con SFB 

al 10%, penicilina-estreptomicina 1% y 0.029% de L-glutamina a una densidad celular de 2x105 

células/cm2 (1.2x106 células/pozo/mL de medio). Adicionalmente, para el cultivo se realizó una cuenta 

de células vivas realizando una suspensión con 10 µL de azul tripano y de 10 µL de suspensión 

celular haciendo uso de una cámara de Newbauer de Brand GMBH®, Alemania y de un microscopio 

marca Nikon Eclipse TS100®.  

Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmósfera h úmeda con 95% de O2 y 5% de CO2 

haciendo uso de una incubadora marca Nuaire®
 . 

Se adicionó citosina arabinósida a una concentración final de 10 µM y glucosa a una 

concentración final de 1 mM a las 24 y 96 h después de iniciar el cultivo celular, respectivamente. Las 

células se usaron a los 9 DIV. Se realizó un estudio microscópico para observar el estado morfológico 

de las neuronas durante este tiempo. 

 

V.1.2.2.  Experimento de neurotoxicidad 

 

Las células de 9 DIV cultivadas en cajas de 24 pozos (para evaluar el efecto de diferentes 

concentraciones de IAA en la viabilidad celular) y en cajas de 60 x 15 mm (para evaluar el efecto del 

IAA en la actividad enzimática y el efecto del NDGA en las NGC) se incubaron por 30 min a 37°C en 

medio KRB (134 mM NaCl, 1.8 mM CaCl2, 5.6 mM KCl, 20 mM HEPES, 3.9 mM NaHCO3, 1.2 mM 

KH2PO4, 5.2 mM glucosa, pH=7.4) y se adicionó IAA a concentraciones de 5-40 µM. Posteriormente, 

las células se incubaron nuevamente con el medio de cultivo inicial por 24 h. La densidad celular 

empleada fue de 1.2 x 106 células/ mL. 

 

V.1.2.3. Evaluación de la viabilidad celular 

 

Reducción del MTT 

 

El porcentaje de células vivas se determinó por la transformación de MTT después de 2, 4, 6 y 

24 h del tratamiento de las células con IAA. El MTT (color amarillo) en presencia de reductasas 

mitocondriales se reduce a formazán (color púrpura). Se adicionó MTT (1 mg/mL) a los cultivos de 

NGC en el medio de cultivo inicial por 1 h a 37°C. Después del periodo de incubación, se eliminó el 
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medio de cultivo y el formazán formado se removió con isopropanol ácido al 4% y se cuantificó 

espectrofotométricamente a la longitud de onda de 570 nm. El porcentaje de células viables se 

calculó De la siguiente manera: 

 

%Células viables = (Amuestra / Acontrol) ×100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.  Fundamento de la reducción de MTT 

 

 

V.1.2.4. Determinación de la actividad de enzimas antioxidan tes 

 

V.1.2.4.a.  Obtención del homogenado celular 

 

Las células de 9 DIV se lavaron con 500 µL de solución salina isotónica tres veces en forma 

consecutiva, se rasparon en presencia de 50 µL de amortiguador de lisis con inhibidor de proteasas a 

una dilución 1:50. El homogenado celular se sonicó por 3 s a una velocidad de 1 y se centrifugó a 

1000 x g por espacio de 5 min utilizando el sobrenadante. La determinación de la actividad enzimática 

se realizó 2, 4 y 6 h después de retirar el IAA de las células.  

 
V.1.2.4.b.  Catalasa (CAT) 

 

El método utilizado para evaluar la actividad de la catalasa se basa en la determinación 

espectrofotométrica de la desaparición del H2O2 de una solución con 30 mM de H2O2 en amortiguador 

de fosfatos 10 mM pH 7.0 a 25°C y a una longitud de  onda 240 nm (Aebi, 1984). La reacción 

comenzó con la adición de 30 µg de proteína del homogenado celular a 240 µL de H2O2. Bajo estas 

condiciones, la descomposición de H2O2 por CAT contenida en la muestra sigue una cinética de 

primer orden durante 30 s dada por la ecuación k=2.3/t log Ao/A donde k es la constante de la 
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reacción de pseudoprimer orden, t es el tiempo en que disminuye la cantidad de H2O2 debido a la 

actividad de CAT y Ao/A es la densidad óptica a los tiempos 0 y 15 s, respectivamente. Los 

resultados se expresaron en k/ mg de proteína.  

 

V.1.2.4.c.  Glutatión peroxidasa (GPx) 

 

El método utilizado para evaluar la actividad de glutatión peroxidasa se basó en la 

determinación espectrofotométrica de la formación de NADP+ a 340 nm en un ensayo acoplado con 

glutatión reductasa; cuando la GPx descompone el H2O2 se produce GSSG el cual es reducido por 

GR con la oxidación concomitante del NADPH (Lawrence y Burk, 1976). La mezcla de reacción 

utilizada consistió de un amortiguador de fosfatos 50 mM pH=7.0, EDTA 1 mM, NaN3 1 mM, NADPH 

0.2 mM, GR 1 U/mL y GSH 1 mM. Se adicionaron 30 µg de proteína del homogenado celular a 160 

µL de la mezcla de reacción seguido de una incubación de 5 min a temperatura ambiente antes de 

iniciar la reacción. La reacción se inició con la adición de 6 µL de H2O2 2.5 mM. La absorbancia 

registrada se obtuvo a 340 nm cada minuto durante 3 min. La actividad se calculó tomando en cuenta 

que el coeficiente de absorción milimolar (E) del NADPH es 6.22 mM-1 cm-1. En el blanco de reacción, 

la muestra se reemplazó con 50 µL de amortiguador de fosfatos. Los resultados se expresaron como 

U /mg de proteína, donde una unidad de proteína se define como la cantidad de enzima que oxida 1 

µmol de NADPH por minuto. 

 

V.1.2.4.d.  Glutatión reductasa (GR) 

 

El método utilizado para evaluar la actividad enzimática de GR se basó en la determinación 

espectrofotométrica de la desaparición de NADPH (Carlberg y Mannervik, 1975). La mezcla de 

reacción contiene EDTA 0.5 mM, GSSG 1.25 mM, NADPH 0.1 mM en amortiguador de fosfatos 0.1 M 

pH=7.6 a 25°C y la fuente de la enzima. Se adiciona ron 15 µg de proteína del homogenado celular a 

190 µL de la mezcla de reacción. La absorbencia registrada se obtuvo a 340 nm cada min durante 3 

min. La actividad se calculó como µmoles de NADPH oxidado por minuto tomando en cuenta que el 

coeficiente de absorción milimolar (E) del NADPH es 6.22 mM-1 cm-1. Los resultados se expresaron 

como U /mg de proteína. 

 

V.1.2.4.e.  Glutatión-S-transferasa (GST) 

 

El método utilizado para evaluar la actividad de GST se basó en la determinación 

espectrofotométrica de la aparición de un aducto conjugado con GSH y CDNB catalizado por GST 
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(Habig et al., 1974). La mezcla de reacción contiene GSH 0.05 M, CDNB 0.02 M en 182 µL de 

amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 6.5 con la fuente de la enzima. Se adicionaron 20 µg de proteína 

del homogenado celular a la mezcla de reacción anterior. La actividad se calculó como µmoles del 

aducto conjugado por min durante 3 min tomando en cuenta que el coeficiente de absorción milimolar 

(E) del aducto es 9.6 mM-1 cm-1. Los resultados se expresaron como U/mg de proteína.  

 

V.1.2.4.f.  Determinación de proteínas totales por el método de Lowry. 

 

El método de Lowry se basó en la reacción del nitrógeno contenido en el enlace peptídico de 

los aminoácidos, con los iones Cu2+ en condiciones alcalinas y, posteriormente, en la reducción del 

reactivo de Folín (fosfomolibdato y fosfotungsteno) a heteropolimolibdeno por la oxidación catalizada 

por el cobre unido al átomo de nitrógeno de los aminoácidos aromáticos tirosina y triptófano. Bajo 

estas condiciones, el Folín reducido es de color azul y detectable espectrofotométricamente en un 

rango de 500 a 750 nm (Lowry et al., 1951). Se preparó una curva estándar de ASB al 0.05%. Se 

prepararon 200 µL de muestra diluida 1:50 adicionando para cada muestra una solución de sulfato de 

cobre en condiciones alcalinas incubando por espacio de 10 min para, posteriormente, adicionar 1 mL 

del reactivo de Folin incubando por 30 min. Pasado el tiempo de incubación, el reactivo de Folin 

reducido en cada muestra se detectó a 660 nm frente a la curva estándar.  

 

 

V.1.2.5. Determinación de la presencia de estrés oxidativo y  de la inhibición metabólica 

inducida por yodoacetato. 

 

V.1.2.5.a. Determinación de la actividad enzimática de aconitasa y fumarasa. 

 

El método utilizado para evaluar la actividad de aconitasa se basó en la determinación 

espectrofotométrica de la formación de cis-aconitato a partir de isocitrato a 240 nm (Hausladen y 

Fridovich, 1996). La mezcla de reacción contiene 20 mM de isocitrato y 0.5 mM de MnCl2 en 

amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 7.4. El homogenado celular se obtuvo con un amortiguador de 

homogenización con citrato de sodio 1 mM, cisteína 1 mM, Tritón X-100 1%, inhibidor de proteasas 

dilución 1:50 y MnCl2 0.5 mM en Tris-HCl 50 mM, pH 7.4. Se adicionaron 30 µg de proteína del 

homogenado celular a 200 µL de la mezcla de reacción anterior. El blanco en todos los casos fue la 

mezcla de reacción. La actividad se calculó como µmoles del producto formado por minuto tomando 

en cuenta que el coeficiente de absorción milimolar (E) del producto es 3.6 mM-1 cm-1 siguiendo un 
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incremento en la densidad óptica cada min durante 2 min a 240 nm. Los resultados se expresaron 

como U/mg de proteína. 

El método utilizado para evaluar la actividad de fumarasa se basó en la determinación 

espectrofotométrica de la formación de fumarato a partir de malato a 240 nm (Racker, 1950). La 

actividad de esta enzima se determinó en el mismo homogenizado utilizado para determinar la 

actividad de aconitasa en una mezcla de reacción con ácido málico 55 mM en amortiguador de 

fosfatos 30 mM, pH 7.4. Se adicionaron 30 µg de proteína del homogenado celular a 200 µL de la 

mezcla de reacción anterior. El blanco en todos los casos fue la mezcla de reacción. La actividad se 

calculó como µmoles del producto formado por min tomando en cuenta que el coeficiente de 

absorción milimolar (E) del producto es 1.639 mM-1 cm-1 siguiendo un incremento en la densidad 

óptica cada 15 s durante 45 s a 240 nm. Los resultados se expresaron como U/mg de proteína. 

 

V.1.2.5.b. Determinación de la actividad enzimática de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GA3PDH). 

 

La determinación de la actividad de GA3PDH se basó en la determinación espectrofotométrica 

de la formación de NADH a partir de la conversión de gliceraldehído-3-fosfato (G3P) a 3- 

fosofoglicerato,  reacción catalizada por GA3PDH (Ikemoto et al., 2003) en presencia de arsenato. 

Durante esta reacción se genera el intermediario 1 arseno-3 fosfoglicerato que es muy inestable. La 

mezcla de reacción contiene 1.7 mM de arsenato de potasio, 20 mM de NaF, 1 mM de NAD+ y 5 mM 

de KH2PO4 en amortiguador Tris-HCl 0.1 M pH 8.5. Se adicionaron 30 µg de proteína del 

homogenado celular a 300 µL de la mezcla de reacción anterior. El blanco en todos los casos fue la 

mezcla de reacción, la reacción se inició con la adición de G3P 1 mM y el homogenado celular. La 

actividad se calculó como µmoles del producto formado por min tomando en cuenta que el coeficiente 

de absorción milimolar (E) del producto es 2.2 mM-1 cm-1 siguiendo un incremento en la densidad 

óptica cada 10 s durante 30 s a 340 nm. Los resultados se expresaron como U/mg de proteína.  

 

V.1.2.6. Evaluación del efecto alquilante del IAA en la acti vidad de GR y GST. 

 

Se obtuvo el homogenado celular de cultivos con 9 DIV. La determinación de la actividad enzimática 

se realizó como previamente se describió para ambas enzimas, incubando IAA 10, 20 o 30 µM en la 

mezcla de reacción por espacio de 5 min antes del inicio de la cinética. 

 

V.1.2.7. Evaluación del efecto del NDGA en la neurotoxicidad  inducida por IAA. 
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El experimento se llevó a cabo en células de 9 DIV. Primeramente, se realizó una 

preincubación con NDGA 20 µM por espacio de 30 min. Posteriormente, se llevó a cabo el protocolo 

indicado en el experimento de neurotoxicidad en presencia de IAA a concentraciones de 10, 18.4, 25 

y 30 µM coincubando con NDGA 20 µM. Una vez eliminado el tóxico, se adicionó nuevamente en el 

medio de cultivo NDGA a la misma concentración. Posteriormente se determinó la viabilidad celular.  

 

V.1.2.8. Análisis estadístico 

 

Los resultados se analizaron con una prueba de ANOVA de una vía o de dos vías seguida de 

una prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni o una prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett, según el caso. Se utilizó el programa de estadística GraphPad Prism versión 3.0 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego California, EUA. Todos los resultados se presentan como 

la media ± error estándar. Un valor de P<0.05 se consideró significativo. 
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VI. RESULTADOS  

 

VI. 1. Efecto de la toxicidad inducida por IAA en la viabi lidad de los cultivos de NGC. 

 

Para evaluar el efecto tóxico del IAA en los cultivos de NGC, se realizó una curva con 

diferentes concentraciones del tóxico para monitorear su efecto sobre la viabilidad celular. Como se 

observa en la Figura 6, el IAA ocasiona una disminución en la transformación de MTT en forma 

dependiente con la concentración, lo que es indicativo de la disminución de la viabilidad celular donde 

a partir de 20 µM de IAA la muerte celular es estadísticamente significativa. Se calculó con 4-7 

experimentos independientes una CI50 de 18.4 µM. Con 30 µM de IAA se obtiene la muerte de 

aproximadamente el 70% de la población celular 24 h después de retirar el tóxico. Para asegurar la 

presencia de un efecto del IAA sobre las células, se utilizó esta concentración de tóxico para medir la 

actividad de las enzimas antioxidantes. 
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Fig. 6. Curva concentración-respuesta de la neurotoxicidad inducida por IAA en cultivos de NGC 24 h 

después de retirar el tóxico. La viabilidad celular se determinó por la transformación de MTT. Los 

datos representan el promedio±EEM de la viabilidad celular obtenida para cada concentración de IAA. 
aP<0.001 vs. control (ANOVA de una vía seguida de una prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett). n=7 (0-25 µM), 4 (30 µM) y 5 (40 µM). 
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VI. 2. Efecto de la toxicidad inducida por IAA en la activ idad de enzimas antioxidantes de los 

cultivos de NGC. 

 

En el presente trabajo, las actividades enzimáticas de CAT, GPx, GR y GST se midieron a las 

2, 4 y 6 h después de retirar el IAA 30 µM de los cultivos en 5-6 experimentos independientes (Figura 

7). La actividad de CAT incrementó un 15% y en un 72.6% en forma significativa a las 2 h y a las 4 h 

posteriores a la exposición al tóxico, respectivamente. Es posible observar que dicho incremento se 

sostuvo, aunque no en forma significativa, a las 6 h representando un 44.7% de aumento en la 

actividad en comparación con la actividad obtenida para el control. La actividad de GPx aumentó un 

117% en forma significativa hasta las 6 h; sin embargo, fue posible observar un incremento en la 

actividad de aproximadamente 27% desde las 2 h. La actividad de GR no cambió en forma 

significativa a lo largo de las 6 h. La actividad de GST incrementó en forma significativa hasta las 6 h 

y en un 16, 39 y 71% a las 2, 4 y a las 6 h, respectivamente. Es posible observar que la actividad de 

todas las enzimas antioxidantes, a excepción de GR, presentaron un incremento significativo a partir 

de las 4 h y que el incremento en GPx y GST ocurrió en el mismo tiempo. Cabe mencionar que la 

viabilidad celular en los tiempos del análisis disminuyó aproximadamente un 20%, a lo largo de las 6 

h después de retirar el tóxico de acuerdo con el método de la reducción del MTT (Figura 8).  
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Fig. 7.  Curso temporal de la actividad enzimática en cultivos de NGC posterior a la inhibición metabólica inducida por IAA 30 µM durante 

30 min. Los datos están presentados como promedio±EEM. El número de experimentos independientes se muestra dentro de cada barra. 
aP<0.05 vs. control (ANOVA de una vía seguida de una prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni). 
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Fig. 8.  Evaluación de la viabilidad celular en cultivos de NGC durante las 2, 4 y 6 h posteriores a la 

incubación con IAA 30 µM durante 30 min por el método de la reducción de MTT. El número de 

experimentos independientes se muestra dentro de cada barra. aP<0.001 vs. control (ANOVA de una 

vía seguido de una prueba de comparaciones múltiples de Dunnett). 

 

 

VI. 3. Evaluación del efecto alquilante del IAA en GR y GS T. 

 

El IAA además de bloquear la actividad de GA3PDH y  ser un inhibidor de la glucólisis, 

también puede inhibir la actividad de otras enzimas por ser un agente alquilante al reaccionar con 

grupos tiol o hidroxilo. En la presente investigación se evaluó la capacidad alquilante de este 

neurotóxico sobre la enzima GR debido a la presencia de dos cisteínas (posición 58 y 63) en su sitio 

activo (Tabatabaie y Floyd, 1994); y sobre la enzima GST isoforma A4 (presente en cerebelo de rata) 

que presenta un residuo de tirosina (posición 212) en su sitio activo, cuyo grupo fenólico interacciona 

electrostaticamente con S-(2-yodobencil) glutatión (Bruns et al., 1999). No se observó un cambio 

significativo en la actividad antioxidante al adicionar 10, 20 y 30 µM de IAA en el medio de reacción, 

por lo que a estas concentraciones, el IAA no ejerce una actividad inhibidora directa sobre la actividad 

enzimática (Figura 9). 
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Fig. 9.  Evaluación del efecto alquilante de IAA 10, 20 y 30 µM en GR y GST. Los datos mostrados 

son promedio ± EEM. El número de experimentos independientes se muestra dentro de cada barra. 

P=n.s. (ANOVA de una vía seguida de una prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni) 

 

 



 33 

 

VI. 4. Efecto del NDGA sobre la toxicidad inducida por el IAA en los cultivos de NGC. 

 

El NDGA se caracteriza, entre otros efectos benéficos, por ser un agente antioxidante; por 

esta razón y tomando en cuenta que en la literatura ya se ha reportado que el IAA induce la 

generación de especies reactivas se decidió evaluar el efecto de la presencia de NDGA en la 

viabilidad celular de los cultivos de NGC expuestos a diferentes concentraciones de IAA. Primero, se 

evaluó el efecto de varias concentraciones de este compuesto (10, 30, 45, 75 y 100 µM) en la 

viabilidad celular de las NGC. Se observó que a partir de una concentración de 45 µM disminuyó la 

viabilidad celular y, por lo tanto, a partir de esta concentración, el NDGA resulta tóxico (datos no 

mostrados). Por otro lado, con base al resultado anterior, se evaluó el efecto del NDGA a 

concentraciones menores (5-30 µM) y se encontró que a concentraciones de 5-25 µM son 

biocompatibles, es decir, no se afectó la viabilidad celular (Figura 10). De acuerdo con lo anterior, se 

decidió utilizar una de las máximas concentraciones donde el NDGA es aún biocompatible (20 µM) 

para asegurar la ausencia de efecto tóxico y un posible efecto protector del NDGA sobre la toxicidad 

inducida con la concentración de IAA correspondiente a la CI50, una concentración menor y dos 

concentraciones mayores a este valor.  

Para todas las concentraciones de IAA utilizadas, se observó que el NDGA preservó la 

viabilidad celular; sin embargo, el NDGA protege en forma significativa contra 18.4, 25 y 30 µM de 

IAA, la primera concentración correspondiente a la CI50 del IAA, aumentando la viabilidad en un 47.2, 

38.4 y 20.2% respectivamente, con respecto a los controles con las mismas concentraciones de 

tóxico en ausencia del NDGA (Figura 11).  

Por otra parte, debido al efecto protector del NDGA que se observó preincubando a las células 

con el mismo, se decidió observar si el NDGA presentaba algún efecto sobre el abatimiento 

energético inducido por el IAA, ya que si bien el NDGA es un antioxidante al ser un compuesto 

reductor, su efecto protector bien podía ser explicado por la alquilación de sus grupos hidroxilo por el 

IAA impidiendo que una proporción de este último ingresara en las células, para ello, se decidió 

evaluar el efecto del NDGA sobre la actividad de la GA3PDH en presencia de 18.4 y 25 µM del tóxico, 

concentraciones en las cuales el NDGA previno la muerte celular. En la Figura 12 es posible observar 

que, aunque exista la posibilidad de interacción entre ambas moléculas, el NDGA no logra prevenir la 

inhibición metabólica inducida por ambas concentraciones de IAA. Lo anterior indica que 

posiblemente el NDGA protege a las células por inducir algún(os) factor(es) protector(es) antes del 

reto neurotóxico o por provocar con su preincubación una mejor difusión del mismo al interior celular y 

con ello mejorar el sistema antioxidante neuronal o ejercer un efector protector vía inhibición de la 

LOX.  
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Ahora bien, dado el efecto protector del NDGA no puede atribuirse a la reducción del 

abatimiento energético inducido por el IAA se decidió observar si el NDGA ejercía un efecto 

antioxidante en las NGC, para ello, se decidió utilizar como marcador de estrés oxidativo la 

comparación de la actividad de aconitasa con la actividad de fumarasa a las 8 y 24 h, a 18.4 y 25 µM 

de IAA donde el NDGA mostró proteger en forma significativa. Cabe mencionar que recientemente la 

aconitasa, una enzima del ciclo de Krebs que posee un centro [4Fe-4S], ha sido considerada como un 

marcador válido de la aparición de ERO intracelulares (Tabuchi et al., 2003; Gardner y Fridovich, 

1992). La aparición de estas especies afecta en forma selectiva la actividad de aconitasa pero no la 

de fumarasa, ya que esta última no posee un centro Fe-S, esas diferentes respuestas han sido 

utilizadas como un buen indicador para la generación de estrés oxidativo en mitocondria (Gardner et 

al., 1994; Tabuchi et al., 2003; Li et al., 2001; Patel et al., 1996; Liang y Patel, 2000). En la Figura 13 

se pueden observar las actividades de aconitasa y fumarasa que sugiere que la presencia del NDGA 

abate el estrés oxidativo generado ante el estímulo tóxico. En la Figura 14 se observa que el NDGA 

parece prevenir la aparición de estrés oxidativo inducido por IAA 18.4 y 25 µM a las 8 h, mientras que, 

a las 24 h protege parcialmente contra 18.4 y 25 µM de IAA. 
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Fig. 10.  Efecto del NDGA sobre la viabilidad celular en cultivos de NGC 24 h después de la 

incubación con 5, 10, 15, 20, 25 y 30 µM del NDGA. Los datos están presentados como 

promedio±EEM. P=n.s. (ANOVA de una vía seguida de una prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett). n=6 (0-25 µM de NDGA), n=4 (30 µM de NDGA). 
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Fig. 11.  Efecto del NDGA sobre la viabilidad celular en cultivos de NGC 24 h después de la 

incubación con 10, 18.4, 25 y 30 µM de IAA durante 30 min. Los datos están presentados como 

promedio±EEM. **P<0.001, *P<0.05 vs. IAA sin NDGA 20 µM (ANOVA de dos vías seguida de una 

prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni). n=8 (0 y 10 µM de IAA), n=7 (18.4 y 25 µM de 

IAA) y n=7 (30 µM de IAA). 
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Fig. 12.  Efecto del NDGA sobre la actividad de GA3PDH 24 h después de la incubación con 10, 18.4, 

25 y 30 µM de IAA durante 30 min en presencia o ausencia de NDGA 20 µM. Los datos estrán 

presentados como promedio±EEM. El número de experimentos independientes se muestra dentro de 

cada barra. aP<0.001 vs. control (ANOVA de una vía seguido de una prueba de comparaciones 

múltiples de Dunnett). 
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Fig. 13.  Evaluación de la actividad enzimática de aconitasa y fumarasa en cultivos de NGC a las 8 y 24 h posteriores a la inhibición 

metabólica inducida por IAA 18.4 y 25 µM durante 30 min en presencia o ausencia de NDGA 20 µM. Los datos mostrados son promedio ± 

EEM. El número de experimentos independientes se muestra dentro de cada barra. aP<0.05 vs. control (ANOVA de una vía seguido de 

una prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni). 
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Fig. 14.  Evaluación de la actividad de aconitasa en función de la actividad de fumarasa en cultivos de 

NGC a las 8 h y 24 h posteriores a la inhibición metabólica inducida por IAA 18.4 y 25 µM durante 30 

min en presencia o ausencia de NDGA 20 µM. Los datos están presentados como promedio±EEM. El 

número de experimentos independientes se muestra dentro de cada barra. aP<0.01 vs. control, 

bP<0.05 vs. control (ANOVA de una vía seguido de una prueba de comparaciones múltiples de 

Bonferroni.). 
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VII. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

El IAA causa un decremento en la viabilidad celular en forma dependiente de la concentración con 

una CI50 de 18.4 µM después de 30 min de incubación con el tóxico. El IAA a una concentración de 

30 µM ocasionó un incremento en las actividades de la CAT a las 4h, de la actividad de GPx a las 6 h 

y de la actividad de GST a las 6 h mientras que la actividad de GR no sufrió cambio alguno, aunque si 

se observó una disminución significativa de la viabilidad celular a estos tiempos. El IAA no ejerció un 

efecto alquilante directo en GR y GST, ya que no se modificó su actividad. El NDGA no modificó en 

forma significativa la viabilidad celular a concentración de 5-30 µM y utilizando una concentración de 

20 µM previno significativamente la muerte celular inducida por  18.4, 25 y 30 µM de IAA. El NDGA no 

es capaz de prevenir la disminución en la actividad de GA3PDH en presencia de 18.4 y 25 µM de 

IAA; sin embargo, a esas concentraciones de IAA, parece prevenir la aparición de estrés oxidativo a 

las 8 y 24 h posteriores a la incubación de las células con el tóxico. 

 

VIII. DISCUSIÓN  

De acuerdo a la respuesta obtenida en la curva concentración-viabilidad celular al adicionar IAA a 

cultivos primarios de NGC de 9 DIV, se puede observar que el IAA causa un decremento en la 

viabilidad celular (cuantificado como índice de reducción del MTT, ver Figura 6) en forma de 

decaimiento exponencial y dependiente de la concentración. Se obtuvo con 4-7 ensayos 

independientes una CI50 de 18.4 µM, observándose además que con una concentración de 40 µM se 

obtiene la muerte de 73% de las células, lo que indica que para estos cultivos y de acuerdo con las 

condiciones de trabajo, se necesitan más de 40 µM de IAA para ocasionar la muerte del total de la 

población celular. Existe evidencia experimental de que el IAA genera estrés oxidativo en cultivos 

neuronales, el cual es disminuido por diversos antioxidantes como BHT, U-83836E, trólox, α-

tocoferol, LY231617, SOD, melatonina, U74006F y U78517F. Además, durante la privación de O2 y 

glucosa en la línea celular humana de neuronas NT2-N se observó un incremento en las ERO el cual 

es inhibido por los antioxidantes trólox, quercetina y por MK-801 (Almaas et al., 2001). Lo anterior 

parece indicar que la aparición de especies reactivas está comprometida durante la inhibición 

metabólica que produce el tóxico. Además, el IAA exacerba el daño inducido por el péptido beta-

amiloide (Arias et al., 2002; Montiel et al., 2006) y por la liberación de aminoácidos excitadores, lo 

cual es revertido por la presencia de vitamina E, lo que sugiere la participación del estrés oxidativo 

(Mejía-Toiber et al., 2006; Montiel et al., 2006). 

Con respecto a la explicación del origen de estos radicales, Lafón-Cazal et al. (1993a,b) 

observaron la formación de O2
� en cultivos primarios de NGC en los cuales se estimuló el receptor 
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de glutamato con glicina y NMDA, Culcasi et al., (1994) observaron el mismo resultado, aunque en 

este caso se indujo un incremento en la producción de O2
� por la activación de la NOS cuando los 

cultivos tenían deficiencia de L-arginina. Dugan et al., 1997 también observaron que al exponer 

cultivos de células neocorticales fetales de ratón a 300 µM de NMDA por espacio de 2 horas genera 

radical HO�. 

Ya se ha observado que la inhibición de la glucólisis ocasiona muerte celular por alterar el 

almacenamiento del calcio intracelular, entre otros mecanismos tales como la excitotoxicidad 

(Pellegrini-Giampietro et al., 1990). El déficit energético e hipoxia en la célula provocado en 

condiciones de inhibición metabólica, trae como consecuencia la despolarización de la membrana,  y 

ocasiona la acumulación de calcio intraneuronal al interferir con la función de la ATPasa de Ca2+ e 

intercambiador Na+/ Ca2+ de la membrana plasmática y del retículo endoplásmico, además de 

provocar la activación de los receptores de NMDA (Goldberg et al., 1987; Leppanen y Stys, 1997; 

Hernández y Massieu, 2005; Mejía-Toiber et al., 2006; Almaas et al., 2001; Camacho et al., 2006; 

Massieu et al., 2000). También se produce la liberación excesiva de glutamato de las terminales 

presinápticas y fallas en la recaptación en los astrocitos (excitotoxicidad); (Bakken et al., 1998). Los 

receptores de NMDA parecen ser los principales responsables del incremento de calcio intraneuronal, 

lo cual induce la producción de RL como O2
� y HO�. Un incremento de Ca2+ intraneuronal por los 

mecanismos anteriores resulta en la traslocación de PLA2 al interior de la membrana plasmática 

trayendo como consecuencia la liberación de ácido araquidónico (AA) entre otros ácidos grasos 

(Williams et al., 1996; Kim et al., 1995; Saluja et al., 1997). El AA es precursor de la síntesis de 

prostaglandinas y leucotrienos, con la producción concomitante de O2•
 (Kramer y Sharp, 1997; 

Sapirstein y Bonventre, 2000; Bonventre, 1997). Por otro lado, se ha observado que una acumulación 

de Ca2+ citosólico a través de los receptores de glutamato trae como resultado un incremento de 

calcio en la mitocondria que provoca la inhibición de la fosforilación oxidativa y del potencial de 

membrana (White y Reynolds, 1997; Peng et al., 1998; Rego et al., 2000) que resulta en un 

incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, liberación de citocromo c y caspasas, 

acidificación y la producción de ERO (Earnshaw et al., 1999; Siesjo et al., 1996). 

La acumulación de calcio intraneuronal vía receptores de glutamato, también produce la 

activación de la nNOS y eNOS, XO, calpaínas y endonucleasas, además se favorece la reacción de 

Fenton (Matsuyama et al., 2000; Kondo et al., 1995).  

Ya se ha demostrado que el uso de algunos sustratos tal como la fructosa 1,6-bifosfato, 

piruvato, lactato, aspartato y acetoacetato en cultivos neuronales con abatimiento energético inducido 

por IAA, protege contra la inhibición metabólica (Izumi et al., 2003; Izumi et al., 1994; Leppanen y 

Stys, 1997; Bakken et al., 1998; Williams et al., 1996; Donohoe et al., 2001; Massieu et al., 2003; 

Mejía-Toiber et al., 2006; Izumi et al., 1997); el IAA a altas concentraciones también posee el efecto 
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de inhibir a las enzimas antioxidantes aisladas GPx, Trx y GST además de interferir con la síntesis de 

GSH y como se mencionó anteriormente, el uso de algunos antioxidantes previene la disminución en 

la viabilidad celular durante la neurotoxicidad inducida por IAA. Lo anterior conduce a pensar que el 

IAA al ser un inhibidor metabólico responsable de la producción hipoglucemia en las células y con ello 

de la producción de especies reactivas trae como consecuencia la aparición del estrés oxidativo. 

 Con respecto a la actividad de las enzimas antioxidantes se pudo observar que a partir de las 

4 h después de la exposición de las NGC a IAA 30 µM aumentó la actividad de CAT, GPx y GST con 

respecto al control después de retirar el tóxico. La presencia de CAT, GPx y GR ya ha sido reportada 

en astrocitos y neuronas granulares (Huang y Philbert, 1995). Existen además estudios in vitro e in 

vivo expuestos a una inhibición metabólica (isquemia/reperfusión, hipoxia/reoxigenación o deprivación 

de glucosa y de O2), lo cual podría mimetizarse en cierta medida con el efecto del IAA. La mayoría de 

los estudios reportados coinciden que la actividad de CAT incrementa durante alguna fase de la 

inhibición metabólica. Bas et al. (2007) observaron un incremento en la actividad de CAT en el 

hipocampo de ratas en la etapa de reperfusión; Danielisová et al. (2005) demostraron que la actividad 

de CAT incrementa significativamente en corteza, hipocampo y estriado de cerebro de rata durante la 

etapa de reperfusión. Todo lo anterior, parece indicar que durante un evento de inhibición metabólica, 

particularmente en el periodo de reoxigenación, se producen peróxidos, razón por la cual, CAT 

incrementa su actividad para detoxificarlos lo que parece proteger a la membrana celular de la 

lipoperoxidación. Estos eventos pueden explicar porqué la actividad de CAT se incrementó después 

de la adición del tóxico. En los resultados obtenidos, la actividad de CAT incrementó 2 h antes que la 

de GPx. Comparada con GPx, se ha visto que CAT es más reactiva para atrapar el H2O2 formado en 

respuesta a la hipoxia en las células neuronales, especialmente después de una privación de oxígeno 

(Café et al., 1995) lo que parece indicar una producción de H2O2  en las NGC en este periodo. Sin 

embargo, la actividad de GPx aumentó aproximadamente 2 veces, en comparación con CAT a las 6 

h; aunque en la literatura se ha descrito que CAT y GPx son responsables de la remoción de 

peróxidos en las células (Dringen et al., 2005) el resultado obtenido en el presente estudio parece 

indicar que un mayor incremento en la actividad de GPx podría significar que se produce una mayor 

cantidad de hidroperóxidos después de 4 h de retirar el IAA en las NGC ya que esta enzima es la 

principal responsable de la detoxificación de peróxidos orgánicos, además de H2O2,  en condiciones 

fisiológicas (Aebi, 1984). Además, podemos observar en los resultados que la actividad de GPx 

también incrementó en el periodo posterior a la adición del tóxico lo que coincide con lo encontrado 

también por Lievre et al. (2001) quienes observaron que la actividad de GPx incrementó después del 

periodo hipóxico. 

      Tamura et al. (1998) observaron que la actividad de CAT y GPx no cambia en una línea celular 

derivada de hipocampo de rata (HV16-4) expuesta a RL generados por el sistema hipoxantina/XO a 

lo largo de 1 h; a pesar de lo anterior, ellos observaron incremento de TBARS, hinchamiento 
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mitocondrial, vacuolización y degeneración de la membrana celular, por lo que los autores sugerían 

que la oxidación tenía pequeños efectos en los procesos celulares. Lo anterior podría sugerir que 

para las NGC sucede algo similar, ya que en todas las actividades de las enzimas antioxidantes, a 

excepción de GR, se observaron incrementos significativos después de ese tiempo, lo que indica una 

gran resistencia y capacidad reductora de este tipo de neuronas ante el efecto oxidante de una alta 

concentración del tóxico, como lo es 30 µM donde se observó aproximadamente la muerte del 70% 

de la población celular a las 24 h después de retirar el tóxico. Con respecto a esto último, Lievre et al. 

(2001) también determinaron los cambios en la generación intracelular de ERO utilizando los 

marcadores fluorométricos dihidrorodamina 123 (DHR-123) y DCFH-DA. En general, observaron que 

la intensidad en la fluorescencia de DHR-123 incrementó en el periodo de reoxigenación obteniendo 

un pico máximo las 6 y 48 h; en el caso de la DCFH-DA se observó un incremento significativo en la 

fluorescencia a las 6 y 24 h a lo largo de todo el periodo de reoxigenación. Jiang et al. (2004) también 

observaron un incremento significativo de estrés oxidativo en las neuronas de hipocampo a las 4 h 

después de inducir una deprivación de glucosa y O2 utilizando el marcador DCFH-DA. Lo anterior 

también confirma la existencia de ERO al menos al principio de un evento de inhibición metabólica. 

Como se puede observar, en ambos estudios, se obtuvo un incremento en la producción de ERO en 

el periodo de reoxigenación, particularmente a las 6 h, lo anterior podría explicar porqué en las NGC 

incrementa la actividad enzimática de GPx y de GST después de 6 h de retirar el tóxico y en CAT a 

las 4 h (aunque aún se mantiene un incremento no significativo a las 6 h). 

      Con respecto a la actividad de GR Vexler et al. (2003) observaron que la actividad de GR 

disminuyó en un 73% durante el periodo de la reoxigenación de cultivos de neuronas corticales 

sometidas a hipoxia mientras que, Ramanathan et al., 2005 observaron un incremento significativo en 

la actividad de GR en el cerebelo de ratas después de ser expuestas a hipoxia. La variabilidad en la 

actividad de GR ante este tipo de evento sugiere que es una enzima clave cuando está presente el 

estrés oxidativo en un sistema vivo, ya que es esencial para el mantenimiento de los niveles de GSH 

en las células por lo que la respuesta de las células ante el estrés oxidativo va a depender de su 

capacidad reductora. Como se ha mencionado, el cerebro posee una habilidad muy limitada para 

combatir el estrés oxidativo. El mayor sistema antioxidante endógeno en este tejido lo conforma el 

ciclo redox del glutatión. El GSH actúa como un atrapador nucleofílico de compuestos tóxicos y la 

concentración de este compuesto depende del tiempo de su utilización, su síntesis y la regeneración 

de su forma oxidada. El GSH también actúa como sustrato de la GPx y GST razón por la cual las 

capacidades antioxidantes de las neuronas dependen significativamente de este compuesto para la 

eliminación de hidroperóxidos. Todo lo anterior indica que la actividad de GR regula la concentración 

de GSH/GSSG en la célula. En el cultivo de NGC, la actividad de la enzima no cambió a lo largo de 6 

h después de retirar el tóxico, lo cual explica que no hayan disminuido las actividades de GPx y GST 

durante ese mismo periodo en comparación con las células que no se expuesieron al tóxico. Hay que 
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tomar en consideración que estudios en modelos in vivo e in vitro indican que la concentración de 

GSH es más alta en células gliales que en neuronas (Philbert et al., 1991; Pileblad et al., 1991; 

Sagara et al., 1993). También se ha demostrado en cultivos que las células gliales (astrocitos) 

proveen a las neuronas de los precursores necesarios para la síntesis de GSH (Sagara et al., 1993), 

por lo que se hubiera esperado que ante la escasez de glia (característica de los cultivos primarios de 

NGC), las neuronas no hubieran mantenido suficiente nivel de GSH para garantizar la efectividad del 

sistema antioxidante ligado a este compuesto. Esto sigue reafirmando la idea de la resistencia ante el 

estrés oxidativo y la gran capacidad antioxidante en este tipo de cultivos en presencia de IAA. 

      Con respecto a la actividad de GST se observó un comportamiento similar a GPx. Con respecto a 

lo anterior, Sarkar et al. (2006) y Ansari et al. (2004) observaron una disminución en la actividad de 

GST en el cerebro de ratas a las que se les indujo isquemia. Los resultados anteriores se 

contraponen a lo obtenido en este modelo de estudio, donde la inhibición de la oxidación de la 

glucosa inducido por IAA conducen a un incremento en la actividad de GST. Como se mencionó 

anteriormente, los resultados anteriores confirman que tanto la actividad de GST como la de GR está 

ligada al estado de la relación GSH/GSSG en la célula. Cabe mencionar que todas las especies 

eucariotas poseen diversas isoenzimas de GST en el citosol o unidas a la membrana y está presente 

tanto en las neuronas como en la glia. Con la excepción de la isoenzima θ todas las otras familias de 

GST conjugan 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) a GSH. Existen evidencias que sugieren que la 

expresión de GST es importante para determinar la sensibilidad de las células a un amplio espectro 

de tóxicos; además se ha sugerido la regulación postranscripcional de GST por ERO (Hayes y 

Pulford, 1995). La GST juega un papel crítico en la protección contra agentes xenobióticos 

electrofílicos (drogas, pesticidas, carcinógenos, etc) y contra productos del estrés oxidativo 

(hidroperóxidos lipídicos); cataliza la conjugación de sustratos endógenos como el colesterol α-óxido, 

prostaglandinas, leucotrieno A4, ácidos biliares, hormonas esteroides y neurotransmisores 

(Mannervik y Danielson, 1988; Meyer y Ketterer, 1982; Burgess et al., 1987; Mannervik et al.,1984; 

Tsuchida et al., 1987; Arias et al., 1980; Homma et al., 1986; Maruyama y Listowsky, 1984; 

Abramowitz et al., 1988). Con respecto a esto último, la GST podría estar participando en la 

detoxificación del IAA en las NGC por lo cual podría estar aumentando su actividad, ya que en el 

cerebelo de rata se encuentran las isoenzimas GSTA4 y GSTP1 (Martínez-Lara et al., 2003). La 

primera enzima está involucrada principalmente en la detoxificación de alquenales y la segunda en la 

eliminación de agentes alquilantes (Bruns et al., 1999; Oakley et al., 1997; Waxman, 1990), entre 

éstos, compuestos haluros de alquilo derivados del yodo como el yodometano, yodoetano y 

yodopropano (Habig et al., 1974).  

      Finalmente, se puede mencionar que parte de la resistencia de las NGC a una inhibición 

metabólica y los fenómenos relacionados a ésta, se deba a que en este tipo de células se encuentra 
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un buen mecanismo antioxidante de defensa después de retirar el tóxico, particularmente 

refiriéndonos a las enzimas CAT, GR, GPx y GST en conjunto con las vías metabólicas asociadas a 

síntesis de glutatión.  

      En este estudio también se determinó la capacidad del IAA en alquilar a las enzimas GR y GST. 

GR contiene un puente disulfuro formado por Cys 58 y Cys 63 en su sitio catalítico (Tabatabaie y 

Floyd, 1994). Con respecto a GST ya se ha demostrado que en la isoforma A4 el S-(2-iodobencil) 

glutatión puede interaccionar electrostáticamente con el grupo fenólico de Tyr 212, este residuo se 

encuentra comprometido en el sitio de unión electrofílico de la enzima (sitio H), particularmente para 

la conjugación con el sustrato (productos de la lipoperoxidación) (Bruns et al., 1999). De acuerdo con 

lo anterior, el IAA podría ejercer un efecto inhibidor en ambas enzimas. En los resultados se observó 

que el tóxico a concentraciones de 10, 20 y 30 µM no inhibió en forma significativa la actividad de 

estas enzimas lo que indica que, al menos bajo las condiciones de este estudio, el IAA no induce la 

producción de ERO por su efecto alquilante, solamente en concentraciones del orden de mM el IAA 

ejerce un efecto alquilante en estas enzimas, de acuerdo con los datos reportados en la literatura. 

      Con respecto a la respuesta del NDGA ante el efecto neurotóxico del IAA, se observó una 

recuperación significativa en la viabilidad y en la morfología celular a las 24 h posteriores a la 

incubación durante 30 min con 18.4, 25 y 30 µM del tóxico. Este efecto, de acuerdo con los resultados 

obtenidos, posiblemente puede atribuirse a dos propiedades del NDGA: a) a su capacidad 

antioxidante y a b) por ser un inhibidor de la LOX. Con respecto a la primera propiedad, como se 

mencionó antes, ya se demostró in vitro que el NDGA es un atrapador de varias especies reactivas 

pero además evita la disminución en la concentración de GSH en cultivos neuronales. Se ha 

demostrado además que la presencia de NDGA 10 µM promueve un incremento de alrededor del 

40% en la viabilidad celular en la excitotoxicidad inducida por NMDA en cultivos de NGC de 9 DIV 

(Beaman-Hall et al., 1998); lo anterior sugiere que la sobreactivación de los receptores 

glutamatérgicos podría estar relacionada con los eventos de daño morfológico hasta la muerte 

neuronal observada con el IAA. Ahora bien, con respecto a la propiedad del NDGA de inhibir a la LOX 

también está vinculada a la aparición de especies reactivas ya que el AA presente en las células se 

puede metabolizar a leucotrienos vía 12-LOX con la producción de O2
�. Con respecto a esto último, 

Kwon et al. (2005) demostraron que la adición de 5 µM de NDGA protege contra la muerte neuronal y 

disminuye la aparición de ERO ambos eventos inducidos por la presencia de AA en un cultivo de 

neuronas corticales. Ademas, ya se ha demostrado que el NDGA inhibe a la 15-LOX del frijol de soya 

y de eritrocitos humanos con una CI50 de 12 y 6.3 µM, respectivamente (Gleason et al., 1995). Todo lo 

anterior sugiere que en las NGC la LOX está comprometida con la aparición de especies reactivas 

durante la inhibición metabólica. Por otro lado, se descarta que parte de la protección del NDGA 
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sobre los cultivos de NGC pudiera deberse a la interacción del IAA con los grupos hidroxilo del 

NDGA, ya que no evitó el abatimiento energético inducido por el IAA. 

      El NDGA parece prevenir la aparición de estrés oxidativo inducida por IAA, lo que indica que 

protege por su efecto antioxidante directo a las NGC. La inactivación de aconitasa observada en 

presencia de IAA, pero no la de fumarasa, es por sí misma un indicador de que la muerte celular está 

relacionada con la generación de estrés oxidativo mitocondrial en las neuronas (Tabuchi et al., 2003). 

Cabe mencionar que existen dos isoformas de aconitasa: mitocondrial y citosólica; el cerebro posee 

un 15-25% de la primera y un 75-85% de la segunda isoforma (Li et al., 2001) por lo que la aconitasa 

mitocondrial sería la principal afectada por el estrés oxidativo en las NGC. Dentro de los posibles 

fenómenos generados en el estado de inhibición metabólica inducida por el IAA se encuentra la 

generación de O2
�, ya que la aconitasa es extremadamente sensible a la inactivación por esta 

especie reactiva e inclusive también pueden estar involucrados el H2O2, ONOO y NO� aunque la 

enzima sea menos sensible a estas especies (Fridovich, 1997; Gardner y Fridovich, 1992; Gardner et 

al., 1994,1995; Hausladen y Fridovich, 1994). El O2
� oxida el centro [4Fe-4S]2+ de la aconitasa 

dando como resultado un centro [3Fe-4S]+ inactivo además de la liberación de Fe2+ que puede 

participar en la reacción de Fenton.  

 

       La pérdida de actividad de aconitasa, tomando en cuenta que es inactivada esencialmente por 

O2
�, podría también sugerir que en las NGC expuestas a IAA estaría ocurriendo una sobreactivación 

del receptor de NMDA (donde se ha demostrado la producción de este radical) o una pérdida de la 

actividad de SOD.  

 

       En resumen, la aplicación de IAA en las NGC se traduce en cambios en la relación de 

actividades entre aconitasa y fumarasa lo que sugiere la producción de especies reactivas después 

de retirar el IAA, se puede pensar particularmente en la generación de HO���� ya que el NDGA ha 

demostrado ser un buen atrapador de esta ERO (Floriano-Sánchez et al., 2006). Es posible que el 

efecto protector dado por el NDGA frente al IAA se deba a su capacidad antioxidante directa o a 

través de la inhibición de la LOX (Gleason et al., 1995). 
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IX. CONCLUSIONES 
 

El IAA a una concentración de 30 µM no inhibe la capacidad antioxidante celular al menos durante las 

primeras 6 h posteriores a la incubación durante 30 min con el tóxico. Asimismo, no ejerce un efecto 

inhibidor directo sobre la actividad de GR y GST, lo que sugiere que la inhibición de las enzimas 

antioxidantes, en este periodo, no es un mecanismo por medio del cual el IAA induce la aparición de 

estrés oxidativo. 

 

Como se observó, la preincubación con NDGA 20 µM previene de la muerte celular a las NGC 

expuestas a IAA aunque no evita la disminución energética inducida por el tóxico, por lo que hasta el 

momento, los resultados encontrados sugieren que el mecanismo por el cual actúa el NDGA como un 

agente citoprotector es por su capacidad antioxidante directa.  

 

X. PERSPECTIVAS 

 

Determinar, mediante un curso temporal, la aparición de especies reactivas de oxígeno durante y 

después de la exposición de las NGC a IAA. 

 

Determinar en forma específica el tipo de especies reactivas inducidas por IAA y con ello demostrar la 

generación de O2
� y HO�. 

 

Demostrar si el NDGA es capaz de inducir algún(os) factor(es) protector(es) en las NGC de tal 

manera que esto aporte una explicación más profunda sobre el mecanismo por el cual el NDGA es 

capaz de proteger contra la neurotoxicidad inducida por el IAA.   
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