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RESUMEN

Antecedentes. La a-mangostina (M) es la xantona mas abundante de la fruta del
arbol del mangostan (Garcinia mangostana Lin), el cual se ha usado durante siglos en
la medicina tradicional de Asia para el tratamiento de infecciones superficiales, heridas,
disenteria y diarrea. Se sabe que la aM atrapa especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrogeno y protege del estrés oxidante debido a su capacidad antioxidante. Por otro
lado, varios estudios indican que algunos compuestos provenientes de la dieta pueden
ayudar a mantener el balance entre la produccion de ERO y la defensa antioxidante,
manteniendo el equilibrio redox en la célula, debido a que pueden actuar directamente
atrapando ERO o bien indirectamente induciendo la expresion de enzimas
citoprotectoras como la hemo oxigenasa-1 (HO-1), la NAD(P)H:quinona oxidoreductasa
(NQO1), la superoéxido dismutasa (SOD), entre otras. Dicha induccidn es principalmente
a través del factor transcripcional factor-2 relacionado a NF-E2 (Nrf2), cuya induccion
confiere proteccion en varios modelos de estudio en respuesta al estrés oxidante. Por
otro lado, en un estudio previo en nuestro laboratorio, se demostré que la oM es capaz
de atrapar ERO y proteger del dafio ocasionado por el compuesto neurotoéxico acido 3-
nitropropiénico (3NP) in vitro, de manera dependiente de la concentracion. Dicha
proteccion se asocid con la disminucion en la produccion de ERO en neuronas
granulares de cerebelo de rata (NGC). Sin embargo, no se estudio la posible capacidad
antioxidante indirecta de la aM, esto es importante ya que se ha demostrado que la
induccién de enzimas citoprotectoras ayuda en la prevencion y diminucién del estrés
oxidante. Por lo que si la aM es un antioxidante indirecto, entonces inducira la
expresion de alguna enzima, como la HO-1. Si esto ocurre es posible que el factor
transcripcional Nrf2 este involucrado en dicha induccion.

Justificacion: Hasta el momento no hay estudios que indiquen que la oM pueda inducir
la expresion de enzimas antioxidantes comportandose como un antioxidante indirecto.
Por lo que, en este trabajo se estudio si la aM tiene la capacidad de inducir a la enzima
HO-1.

Objetivos. Determinar si la oM induce HO-1, y si lo hace, determinar si el factor

transcripcional Nrf2 esta involucrado.



Disefio experimental: Para determinar si la oM induce HO-1, se utilizaron cultivos de
NGC en los que se midié la cantidad de HO-1 y la actividad de HO. La participacion del
factor transcripcional Nrf2 en la induccién de HO-1, se evalud utilizando cultivos de
fibroblastos embridnicos de raton (MEFs) nulos en Nrf2. Con la finalidad de determinar
si la induccion de HO-1 tiene un papel en la proteccion por oM, se realizd una
pre-incubacién con oM, después de la cual se retd frente a 3NP, adicionalmente se
utilizé6 mesoporfirina de estafio (SnMP), como un inhibidor catalitico de HO.
Resultados: Se demostr6 que el incremento en la cantidad de HO-1 por aM es
dependiente de la concentracion y del tiempo de incubacién en NGC. El aumento fue
significativo a las 24 h de incubacién y desde la concentracion de 12 yM de oM (1.7
veces). De una manera similar la incubacion con aM aumenté la actividad de HO de
manera dependiente de la concentracion y del tiempo. El aumento fue significativo en
las NGC a las 24 h de incubacion desde la concentracién de 12 yM de aM (2.7 veces).
Por otro lado, los datos sugieren que la presencia de Nrf2 es necesaria para la
induccion de HO-1 por aM, ya que ésta induce la expresion de HO-1 en MEFs Nrf2*"*,
aunque no de forma significativa, pero no asi en MEFs Nrf2”. Por ultimo, la
pre-incubacién de NGC con oM protege del dafo por 3NP (14 uM de oM, 90%
proteccion), sin embargo este efecto protector se evitd al usar el inhibidor de HO
(SNMP, 10 pM).

Conclusién. Es posible considerar a la oM como un antioxidante bifuncional, ya que
ademas de su capacidad antioxidante directa, en este trabajo se demostré que también
puede inducir a la HO-1. Dicha enzima juega un papel central en la citoproteccién ante
compuestos que generan estrés oxidante, como el 3NP.

Perspectivas. Realizar un estudio in vivo para determinar si la oM es capaz de conferir

proteccion frente a algun compuesto neurotoxico, por ejemplo 3NP.



1. Antecedentes

1. 1. Garcinia mangostana Lin

El mangostan (Garcinia mangostana Lin) (GM) pertenece a la familia Guttiferae, es un
arbol tropical conocido en Asia como la “Reina de las Frutas” y se ha cultivado en
superficies tropicales como Malasia, Indonesia y Tailandia (Mahabusarakam, 1987;
Jung et al., 2006; Pedraza-Chaverri et al., 2008; Yodhnu et al., 2009). La cascara de la
fruta de GM (Figura 1) se ha usado en la medicina tradicional para el tratamiento de
infecciones superficiales, heridas, disenteria y diarrea (Mahabusarakam et al., 1987;
Williams et al., 1995; Pedraza-Chaverri et al., 2008, Marquez-Valadez et al., 2009).

El GM ademas de otros compuestos, contiene altas concentraciones de xantonas
(Ajayi et al., 2007), las cuales son compuestos que presentan propiedades
antibacterianas (Sundaram et al.,, 1983; Sakagami et al., 2005), antiinflamatorias
(Chomnawang et al., 2007; Pérez-Rojas, et al, 2009), neuroprotectoras
(Weecharangsan et al., 2006; Pedraza-Chaverri et al., 2009), antitumorales (Nabandith
et al., 2004; Jung et al., 2006; Suksamrarn et al., 2006; Akao et al., 2008) y
antioxidantes (Garcia et al., 2005; Weecharangsan et al., 2006; Pedraza-Chaverri et al.,
2009), entre otras.

Ademas de usarse en la medicina tradicional, el GM también se ha utilizado en la

industria cosmética y productos farmacéuticos (Yodhnu et al., 2009).

Figura 1. Fruto del mangostan.



1.1.1. Xantonas

El término xantona (del griego xantos= amarillo) designa a un grupo de compuestos
quimicos cuya estructura base es dibenzo-y-pirona (Roberts, 1961). Estos compuestos
son metabolitos secundarios encontrados en plantas superiores, hongos y liquenes.

Su estructura se compone de un sistema aromatico de tres anillos (Figura 2) el
cual se puede sustituir con una gran variedad de grupos funcionales (Walker, 2007), lo
que da lugar a 5 grandes grupos: (a) xantonas simples oxigenadas, sustituidas
generalmente con grupos hidroxilo, metoxilo o metilo; (b) xantonas glicosiladas, tienen
un residuo de glucosa, xilosa, arabinosa, etc.; (c) xantonas preniladas, tienen un grupo
prenilo y constituyen el mayor numero en la naturaleza) y sus derivados; (d)
xantolignoides, y (e) xantonas miscelaneas (Vieira y Kijjoa, 2005; Pedraza-Chaverri
et al., 2008).

O
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O

Figura 2. Estructura de la dibenzo-y-pirona.

De las xantonas encontradas en GM la a-mangostina es la xantona que se
encuentra en mayor concentracién en la cascara de la fruta (Jung et al., 2006;
Suksamrarn et al., 2006; Walker, 2007).

1.1.2 a-Mangostina (aM)

La a-mangostina (aM) (Figura 3) es un compuesto cristalino de color amarillo brillante,
Opticamente inactivo, punto de fusion de 182-183°C (Yates y Stout, 1958; Ee et al.,
2006), peso molecular de 410 /o (Kondo et al., 2009) y soluble en una gran variedad

de solventes organicos (Yu et al., 2007). La oM se aisl6 por primera vez de la cascara



de la fruta por Schmid en 1855 con un rendimiento del 30-50% (Schmid, 1855; Yates y
Stout, 1958) y en 1968 se dilucidd su estructura (Yates y Bhat, 1968). Recientemente
se informé que la concentracion de aM en la cascara seca de la fruta madura e
inmadura es 3.14+0.25 y 4.381£0.10% (p/p), respectivamente (Pothitirat y Gritsanapan,
2008).

O OH ¢

Boes
HO 0] OH

Figura 3. Estructura quimica de la a-mangostina.

El méximo de absorbencia de la aM es a 240 nm. En estado sdlido es estable a
la luz ultravioleta (pico de intensidad 254 y 366 nm, 6 h), calor (80°C, 3 h) y condiciones
hidroliticas basicas (NaOH 3N, 80°C, 3 h), pero es sensible a la degradacién por
condiciones oxidativas (H2O2 3%, 80°C, 3 h) y de acidez hidrolitica (HCI 3N, 80°C, 3 h)
(Yodhnu et al., 2009).

En un estudio de digestién simulada de la cascara de la fruta de GM, se
determind que la recuperacion de oM después de la digestidon es cercana al 90% y que
el transporte celular es aproximadamente del 70% y dependiente de las sales biliares,
sugiriendo que el transporte de oM aumenta durante la etapa prandial, alcanzando la
concentracion intracelular maxima en una hora (Bumrungpert et al., 2009). Ademas, en
este estudio se encontr6 la primera evidencia de generacion de metabolitos
secundarios de oM de fase Il. Por otra parte, personas que consumieron un producto
que contenia GM, aM y jugo de frutas, alcanzaron la maxima concentracion de oM de
3.12 ng/mL en plasma a la hora de ingesta (Kondo et al., 2009).

La oM tiene gran interés en diversos estudios tanto in vitro como in vivo, ya que
se ha sugerido que es responsable de diversas actividades biologicas como las

siguientes: fungicida (Kaomongkolgit et al., 2009), antitumoral (Matsumoto et al., 2004),
3



antiinflamatoria (Pérez-Rojas et al., 2009) y antioxidante (Pedraza-Chaverri et al., 2009),

entre ofras.

1.1.2.1 Propiedad antioxidante de la aM

La aM es una xantona que posee propiedades antioxidantes tanto in vitro como in vivo.
La primera evidencia de esta propiedad fue la proteccion del dafio de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) debida a la generacién de radical peroxilo (ROO®) (Williams
et al.,, 1995). También, se observd que el uso de oM disminuye el consumo de
a-tocoferol, que normalmente se consume para evitar la oxidacion de LDL (Williams
et al., 1995; Mahabusarakam et al., 2000).

Posteriormente se descubrié que la aM puede actuar como antioxidante directo,
ya que es capaz de atrapar especies reactivas de oxigeno (ERO) como radical hidroxilo
(HO*®), anién superdxido (0,*7) y oxigeno singulete ('O,) (Phuwapraisirisan et al., 2006;
Yu et al., 2007; Pedraza-Chaverri et al., 2009), especies reactivas de nitrégeno (ERN)
como peroxinitrito (ONOO™) (Jung et al.,, 2006; Pedraza-Chaverri et al., 2009) y
radicales libres sintéticos como el 1-difenil-2-picril-hidracilo (DPPH) (Phuwapraisirisan
et al., 2006; Yu et al., 2007).

Ademas, la aM es capaz de conferir proteccion frente a compuestos que generan
estrés oxidante, por ejemplo, al inhibir con una Clsop de 1.0 ug/mL los efectos de
7,12-dimetilbenzo[a]antraceno, el cual provoca lesiones preneoplasicas en cultivo
mamario de raton. En un estudio en ratas se encontr6 que la oM protege de la
lipoperoxidacién, del dafio cardiaco y restablece los niveles de la defensa antioxidante
que disminuyen por la administracion de isoproterenol (Devi Sampath y Vijayaraghavan,
2007). Adicionalmente, la oM previene la muerte neuronal y la produccién de ERO
producidos por acido 3-nitropropiénico (3NP) en neuronas granulares de cerebelo de
rata (Pedraza-Chaverri et al., 2009). Esta xantona también, es capaz abolir el dafo
oxidante causado por FeSO4, un agente excitotoxico (quinolinato) y una toxina
mitocondrial (3NP) en homogenados de cerebro y en la fraccion P2 sinaptosomal
(Marquez-Valadez et al., 2009).



Debido a su capacidad antioxidante, la oM protege del dafo renal inducido por
cisplatino. Dicho efecto se asocié con la atenuacion del estrés oxidante y nitrante y
preservacion de la actividad enzimatica de catalasa (Pérez-Rojas et al., 2009). En un
estudio en células epiteliales renales LLCPK1 se evalud la proteccion de la aM en la
apoptosis inducida por cisplatino y se encontré que la aM disminuye la muerte celular,
el incremento de ERO, la deplecién de glutation (GSH) y el incremento en la expresion
de p53 (Sanchez-Pérez et al., 2010).

También, se ha determinado la capacidad antioxidante de oM en humanos,
mediante el ensayo de capacidad de absorbencia de radical de oxigeno (ORAC), el cual
aumenta 18% después de 2 h de la ingesta de un jugo comercial que contiene GM y aM
(Kondo et al., 2009).

De igual manera, se ha explorado la funcionalidad de los grupos hidroxilo y
prenilo de la aM en la capacidad antioxidante y se determind que los grupos hidroxilo
de los carbonos 3 y 6 son importantes en la actividad antioxidante, ya que cuando se
sustituyen con derivados aminoetilo la actividad antioxidante mejora y cuando se
sustituyen con metilo, acetato o nitrilo la actividad antioxidante se reduce
(Mahabusarakam et al., 2000).

Esta y otras propiedades de la aM la definen como un prometedor antioxidante,
por lo que, al haber pocos estudios en cerebro y debido a que en cultivos primarios de
neuronas granulares de cerebelo de rata se demostré su efecto protector resulta
interesante caracterizar el potencial antioxidante de la oM en cerebro. Uno de los
objetivos de este trabajo se centré en determinar el efecto protector de la oM frente a

3NP en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de rata.
1.2 Estrés oxidante, especies reactivas de oxigeno y defensa antioxidante
Alteraciones en el metabolismo celular, excitotoxicidad y estrés oxidante provocado por

la formacion de ERO pueden estar acompafiados por una serie de cambios

morfoldgicos, bioquimicos y alteraciones fisiologicas (Marquez-Valadez et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22S%C3%A1nchez-P%C3%A9rez%20Y%22%5BAuthor%5D

El estrés oxidante se define como la pérdida del balance entre la produccion de
ERO y la defensa antioxidante, dando como resultado dafio en los constituyentes
celulares del organismo. Las consecuencias del estrés oxidante son: (a) incremento en
la proliferacion celular, (b) adaptacién, por ejemplo la sobre-regulacion de las defensas
antioxidantes, (c) dafo celular, por ejemplo dafio a macromoléculas, (d) senescencia y,
por ultimo, (e) muerte celular (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La formacion de ERO y ERN se reconoce como un mecanismo importante de
dafio celular en diversas enfermedades, como son las neurodegenerativas, ya que
estas especies pueden afectar la estructura y funcién de macromoléculas como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos.

Una de las principales formas de generar ERO se da mediante la reduccion
univalente del oxigeno (Reacciéon 1), en la cual, desde la aparicion del primer
intermediario, el O,*", se generan ERO. El O,*" puede oxidar los centro [Fe-S] de
algunas enzimas, por ejemplo las deshidrogenasas, pero no puede atravesar facilmente

las membranas celulares (Fridovich, 1995).

0,——0; +2H" ——>H,0,—*—>0H"+H*'——>H,0 (1)

Reduccién univalente del oxigeno.

La reduccion de O,*” da como producto el segundo intermediario, el peroxido de
hidrégeno (H20.), el cual puede atravesar facilmente las membranas celulares y a su
vez reaccionar con O,*” en presencia de metales de transicion mediante la reaccion de
Haber-Weiss generando radical OH®.

El OH® es el tercer intermediario de la reduccién univalente del oxigeno, y se
considera como uno de los compuestos mas oxidantes en la naturaleza debido a su
vida media corta y alta reactividad.

Adicionalmente, el O,"" puede reaccionar con otros radicales como el 6xido
nitrico (NO®) dando como producto ONOO", considerado entre las ERN como un
oxidante muy poderoso que induce nitracidn de tirosina, lipoperoxidacion y citotoxicidad
(Eberhardt, 2000; Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).



Debido a la formacion normal de ERO y ERN, el organismo cuenta con un
sistema de defensa celular, para prevenir el dafio provocado por dichas especies
mediante mecanismos enzimaticos y no enzimaticos, de los cuales se hablara a
continuacion:

La defensa antioxidante se define en dos grandes grupos: (1) defensa
antioxidante no enzimatica y (2) defensa antioxidante enzimatica. Algunos ejemplos de
la defensa antioxidante no enzimatica endogenos y exdgenos son: el GSH, algunas
vitaminas, los compuestos carotenoides y los compuestos polifendlicos.

El GSH, es un importante antioxidante enddégeno, en su forma reducida protege
los grupos -SH de las proteinas y puede reaccionar directamente con H,O,, O,", OH" y
ONOO™ (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Algunas vitaminas como la
vitamina C (&cido ascoérbico) o vitamina E, las cuales desempenan funciones
importantes en el organismo, pueden atrapar O, y ROO® (Dikalov et al., 2008; Wang y
Quinn, 1999). Los compuestos polifendlicos, que se consumen en la dieta, pueden
atrapar ERO y algunos de ellos son quelantes de iones metalicos (Zou et al., 2004; Sies
et al., 1992). Los compuestos carotenoides, son compuestos liposolubles que pueden
reaccionar con O,™", OH" y O,' (Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999).

Algunos ejemplos de defensa antioxidante enzimatica son la familia de enzimas
superdxido dismutasas (SODs) las cuales catalizan la dismutacién de O, a H,0;
(Fidrovich, 1995). La enzima catalasa (CAT) que cataliza la reduccién de H,0O, a agua.
La enzima glutatién peroxidasa (GPx) que remueve el H,O, a agua acoplado a la
reduccion de GSH y la enzima glutatién reductasa (GR) que reduce el glutation oxidado.
También, entre éstas estan las enzimas encargadas del metabolismo de xenobidticos
(compuestos quimicos exdgenos) ya que muchos de éstos se conjugan con GSH por
medio de la enzima glutation-S-transferasa (GST) (Halliwell y Gutteridge, 2007). La
enzima NAD(P)H:quinona oxidoreductasa (NQO1; DT-diaforasa), es una flavoenzima
que cataliza la reduccion en un solo paso de quinonas a hidroquinonas, evitando la
formacion de intermediarios que pueden dar lugar a la formacion de ERO (Asher et al.,

2006). Un ultimo ejemplo es la HO-1, la cual degrada el grupo hemo, compuesto



pro-oxidante, a monoxido de carbono y biliverdina, la cual se convierte posteriormente a
bilirrubina, con propiedades antioxidantes (Jung y Kwak, 2010).

Se ha demostrado que algunos compuestos provenientes de la dieta pueden
prevenir el dafio provocado por el estrés oxidante, mediante la activacién de varios
mecanismos de proteccion incluyendo el atrapamiento de ERO y ERN o bien mediante
la induccidén de enzimas antioxidantes (Surh et al., 2008). Existen humerosos reportes
acerca de la reduccion en la incidencia de enfermedades degenerativas por el consumo
de vegetales o frutas, debido a la presencia de dichos compuestos antioxidantes
(Kondo et al., 2009).

1.3 Hemo oxigenasa

La hemo oxigenasa (HO) se localiza principalmente en el reticulo endoplasmico, en
asociacion con la NADPH citocromo P450 reductasa, cataliza el paso limitante en la
reduccion del grupo hemo a biliverdina, hierro y monéxido de carbono (CO)
(Reaccion 2) (Schipper et al., 2009). La biliverdina posteriormente se convierte
a bilirrubina por la enzima bilirrubina reductasa en el citosol (Reaccion 3). Finalmente, la
bilirrubina es conjugada por la UDP-glucuronil transferasa y después excretada por la
bilis (Stevenson et al., 2000; Abraham y Kappas, 2008). Existen diversas evidencias
que indican que la HO tiene un papel central en el mecanismo de defensa antioxidante

y anti-inflamatorio (Yamamoto et al., 2010).

Hemo+ O, + NADPH + H* —"%2 5 CO + Biliverdina + Fe** + NADP*  (2)

Biliverdina + NADPH + H * —2erdim reudas , Bijirrubina + NADP* (3)

Reaccioén de HO en la degradacion del grupo hemo.

En mamiferos existen dos isoformas de HO, la HO-1 y la HO-2, las cuales son
codificadas por genes distintos y presentan diferente peso molecular, distribucion en
tejidos y regulacion genética. La expresion de HO-1 es inducible por un gran numero de

estimulos de estrés, esto se debe probablemente al amplio numero de secuencias de
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unién al ADN que existen en la region regulatoria 5’ del gen Hmox1, lo cual permite la
unién de factores transcripcionales que regulan su transcripcion. Ademas de los efectos
benéficos por la degradacién del grupo hemo, el cual es un compuesto pro-oxidante, se
generan moléculas activas con propiedades antioxidantes. También, se ha demostrado
que la expresion o sobreexpresiéon de HO-1 puede proveer de acciones terapéuticas,
por ejemplo, en la retencion de trasplantes de higado y corazén en ratas (Soares et al.,
2009). La HO-2, es la isoforma no inducible de HO, se encuentra en varios tejidos de
manera constitutiva y controla la degradacién basal del grupo hemo (Stevenson et al.,
2000; Abraham y Kappas, 2008). Por otra parte, los productos de la degradacion del
grupo hemo ejercen un amplio rango de actividades bioldgicas; por ejemplo, el CO
ejerce propiedades vasodilatadoras, antiapoptéticas y citoprotectoras, la liberacién de
hierro (Fe?*) promueve una mayor sintesis de la cadena pesada de ferritina, y la
bilirrubina se considera un buen antioxidante ya que es capaz de atrapar ROQ?®, radical
alquilo (RO®) y acido peroxinitroso (ONOOH), de inhibir la lipoperoxidacion y de

proteger a células contra el dafo producido por H,O, (Sikorski et al., 2004).

1.3.1 Hemo oxigenasa-1

La HO-1 (EC 1.14.99.3) es una proteina de 289 aminoacidos y tiene peso
molecular de 32.6 kDa en ratas. EI gen Hmox1 presenta una region regulatoria con
sitios de union para proteina activadora 1 (AP1), proteina activadora 2 (AP2), factor
nuclear kappa B (NF«kB), factor inducible por hipoxia (HIF), factor transcripcional factor-2
relacionado a NF-E2 (Nrf2), asi como secuencias consenso de proteinas de choque
térmico, elementos de respuesta a metales, y elementos de respuesta a estrés
oxidante. Esto indica que la induccion del gen Hmox1 es sensible a un gran numero de
pro-oxidantes y estimulos inflamatorios como: grupo hemo, péptido p-amiloide,
dopamina, H,O,, hiperoxia, luz UV, metales pesados y ONOO~, entre otros (Alam et al.,
1994; Schipper et al., 2009; Sikorski et al., 2004). Se estima que la vida media del
transcrito de ARNm y proteina de HO-1 es de 3 y 15-21 h, respectivamente (Dennery,
2000; Schipper et al., 2009).



Estudios recientes indican que la HO es degradada via ubiquitinacion y
degradacion proteosomal, siendo la ligasa RING-E3 la encargada de la ubiquitinacion
de HO-1 (Lin et al.,, 2008); ademas, el uso de un inhibidor proteosomal aumenta la
cantidad de proteina y transcrito de HO-1 pero no asi de HO-2 (Yamamoto et al., 2010).

Por otro lado, se ha demostrado que la sobre-regulacion del gen de HO-1 esta

muy relacionado con la citoproteccion (Kirkby y Adin, 2006; Orozco-lbarra et al., 2009).

1.4 Via de induccién de genes de enzimas citoprotectoras

Uno de los principales mecanismos de defensa antioxidante celular lo constituye
la induccién de enzimas antioxidantes o de detoxificacion de xenobidticos, que se
activan por una variedad de estimulos naturales y sintéticos (Giudice et al., 2010). Estas
enzimas corresponden a las enzimas de fase | y fase Il. Las primeras llevan a cabo la
primer reaccién con los xenobidticos, principalmente a través de enzimas citocromo
P450, las cuales introducen grupos funcionales en las moléculas organicas hidrofébicas
convirtiéndolas en moléculas mas polares. Por otro lado, las enzimas de fase Il son las
responsables de la eliminacion de xenobidticos, debido a la formacion de metabolitos
conjugados usando moléculas hidrofilicas como GSH y acido glucurdnico. Las enzimas
de fase Il se pueden clasificar en cuatro diferentes categorias: (1) enzimas de
conjugacion clasica, como GST; (2) enzimas que contribuyen al reciclamiento vy
biosintesis de grupos tiol, como GR; (3) enzimas relacionadas con la reducciéon de
intermediarios reactivos, como NQO1; (4) proteinas de respuesta a estrés, como la
HO-1 (Jung y Kwak, 2010). Recientemente se ha usado el concepto “antioxidante
indirecto”, para referirse a los antioxidantes que aumentan la capacidad antioxidante
celular debido al incremento en la expresidon de los genes relacionados (Jung y Kwak,
2010).

Una de las principales vias de induccién de enzimas de fase Il es la via de
senalizacion de la proteina 1 asociada a ECH-parecida a Kelch (Keap1)/Nrf2/ARE. Esta
via se utiliza para la deteccion de electrdfilos tanto enddégenos como exdgenos y esta

implicada en la respuesta celular a agresiones pro-oxidantes y electrofilicas (Ade et al.,
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2009), ya que se induce por compuestos oxidantes, electrofilicos o xenobidticos
(Stewart et al., 2003).

En condiciones normales, el factor de transcripcion Nrf2 se encuentra
secuestrado en el citoplasma por la unién a la proteina Keap1, proteina anclada a
actina, siendo blanco de ubiquitinacion y degradacién proteosomal manteniendo bajos
los niveles de Nrf2 (Figura 4). Bajo ciertas condiciones, por ejemplo, la exposicion a
compuestos electrofilicos o ERO, provocan la disociacién de Nrf2 de Keap1 (Niture
et al.,, 2010), debido a la activacion de sefales relacionadas con la fosforilacion y/o
modificacién de residuos de cisteina de Keap1, inhibiendo asi el complejo de ubiquitina
ligasa E3 Keap1 Cul3-Rbx1 (Giudice et al., 2010).

La alteracion de la interaccion Nrf2-Keap1 permite la traslacion de Nrf2 al nucleo,
donde se une a diferentes elementos de respuesta en asociacion con otros factores de
transcripcion (Maf, ATf4, JunD, PMF-1, entre otros) y activa la transcripcion de genes
citoprotectores (Tan et al., 2009; Tasset et al., 2010) relacionados con la conjugacion de
electrofilos, excrecion de xenobidticos, atrapamiento de ERO vy estabilizacion del
potencial redox, siendo las enzimas de fase | y Il las responsables de dicha
citoproteccién (Niture et al., 2010).

Se ha demostrado que la induccién de enzimas de fase Il confiere proteccion
frente a compuestos o metabolitos reactivos y ERO. Esto se debe a que el Nrf2 puede
transactivar a los elementos de respuesta antioxidante (ARE) o elementos de repuesta
a electrofilos (EpRE) (Giudice et al.,, 2010). La union de Nrf2 a ARE aumenta la
transcripcion de genes que codifican para enzimas como NQO1, GST, HO-1, SOD,
CAT, GPx y GR, entre otras (Alam et al., 1999; Zhu et al., 2007; Khor et al., 2008).
Estas enzimas pueden actuar individual o colectivamente en la detoxificacion de
xenobidticos, restaurando proteinas oxidadas, manteniendo los equivalentes reducidos
e inhibiendo la generaciéon de ERO (Stewart et al., 2003).

Después de que la homeostasis celular se restaura, Keap1 se dirige al nucleo
para disociar a Nrf2 de ARE, una vez en el citoplasma Nrf2 es degradado y se da por
terminada la via de senalizacion Keap1/Nrf2/ARE (Giudice et al., 2010).
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Diversos compuestos electrofilicos, incluyendo aquellos derivados de plantas,
como son los derivados polifendlicos (curcumina, resveratrol, etc.) provocan una
respuesta de defensa antioxidante (Chen et al., 2006). Ejemplo de estos son el
sulforafano (Guerrero-Beltran et al., 2010) y el acido nordihidroguayarético (Guzman-
Beltran et al., 2008) que confieren proteccion frente a un reto oxidante debido a la
traslacion de Nrf2 al nuacleo y el consecuente incremento en la expresion de enzimas

citoprotectoras (Chen et al., 2006).

Figura 4. Mecanismo propuesto para la activacion de Nrf2. En condiciones normales de
homeostasis, Nrf2 es retenido en el citoplasma via interaccién con Keap1 y degradado
via degradaciéon proteosomal. En condiciones de estrés oxidante, se provoca la
formacion de enlaces disulfuro entre las cisteinas de Keap1. Por otro lado, los estimulos
externos pueden inducir la activacion de proteinas cinasas responsables de la
fosforilacion de Nrf2 y disociacion de Keap1. Por ultimo, Keap1 puede sufrir un
lanzamiento nuclear-citoplasmatico provocando la disrupcion de la interaccion Nrf2/ARE
(Bellezza et al., 2010)
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2. Justificacion

Hasta el momento no hay estudios que indiquen que la aM pueda inducir la expresion
de enzimas antioxidantes comportandose como un antioxidante indirecto. Por lo que en
este trabajo se investigo si la aM tiene la capacidad de inducir la enzima HO-1, debido a

que es una enzima tipica de fase Il.

3. Hipotesis

Si la oM es un antioxidante indirecto, entonces inducira la expresion de alguna enzima
de fase Il, como la HO-1. Si la aM induce la HO-1, es posible que ésta y el factor

transcripcional Nrf2 estén involucrados en el mecanismo de accién de la oM.

4. Objetivos

Objetivo general

Determinar si la aM se comporta como un antioxidante indirecto, que induzca la
expresion de HO-1, que es una enzima clasica de respuesta de fase Il en cultivos

celulares.

Objetivos especificos

e Determinar si el tratamiento con oM induce un aumento en los niveles de HO-1
en neuronas granulares de cerebelo de rata.

e Determinar si el factor transcripcional Nrf2 esta involucrado en la induccion de
HO-1 por aM.

e Sila aM induce HO-1, determinar el efecto que tiene ésta en la citoproteccion de
la aM frente a 3NP.
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5. Materiales y métodos:

5.1 Materiales

La oM usada se aislo de la manera previamente descrita (Pedraza-Chaverri et al.,
2009). Las células derivadas de feocromocitoma de rata (PC12) se adquirieron de
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). La tripsina, la
desoxirribonucleasa-1 (DNasa 1), el medio Basal Eagle (MBE), el medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), la L-glutamina, la gentamicina, la poli-L-lisina, la
citocina-B-D-arabino-furanosina (citocina), la glucosa, el suero fetal de caballo, el
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), el dimetil sulféxido
(DMSO), el anticuerpo anti a-tubulina (Tub), la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), la glucosa 6 fosfato (G6P), la hemina, la nicotinamida adenin dinucledétido
fosfato forma reducida (NADPH), el diacetato de fluoresceina (FDA), el &cido
3-nitropropidnico (3NP) y los reactivos para la electroforesis se adquirieron de Sigma
(St. Louis, MO, EUA). El KCI se adquirié de Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, NJ,
USA). EI medio minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el
inhibidor de tripsina de soya, el azul tripano, el suero fetal bovino (SFB) y la
penicilina/estreptomicina se adquirieron de Gibco (Gaithersburg, MD, USA). La
mesoporfirina de estafio (SnMP) se adquiri6 de Frontier Scientific Inc. (Logan, UT,
USA). El anticuerpo policlonal anti HO-1 (Cat SPA-895) se adquirid6 de Assay Design
(Ann Arbor, MI, USA). Los anticuerpos secundarios de burro anti-conejo IgG o cabra
anti-raton IgG acoplados a peroxidasa de rabano se adquirieron de Amersham (Chiltern
district, Buckinghamshire, England). El anticuerpo anti-Nrf2 (C20), el anticuerpo anti-p-
actina, el anticuerpo secundario de burro anti-cabra IgG acoplado a peroxidasa de
rdbano se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, California,
U.S.A.). Los demas reactivos usados son de grado analitico y se encuentran

disponibles comercialmente.
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5.2 Métodos

5.2.1 Cultivo primario de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC)

Se utilizaron cultivos primarios de (NGC) porque un estudio realizado en nuestro
laboratorio demostré que la aM confiere proteccidn en un modelo de co-incubacion
frente a 3NP.

Las NGC se obtuvieron del cerebelo de ratas de la cepa Wistar de 7 dias de
nacidas de la manera previamente descrita (Orozco-lbarra et al., 2009). Para esto, se
retiraron los cerebelos y se libraron de meninges, luego se machacaron y se incubaron
con una solucién que contenia 0.25% de tripsina por 10 min a 37°C. El tejido se disocid
por trituracion usando una solucién que contenia 0.08% de DNasa1, 0.52% inhibidor de
tripsina de soya y se disgregd mecanicamente usando una malla de poliéster. Las
células aisladas se resuspendieron en MBE suplementado con 10% de SFB, 2 mM de
L-glutamina, 90 U/mL de penicilina, 90 pg/mL estreptomicina, 50 ug/mL de gentamicina
y 25 mM de KCI. El numero de células vivas se determind mediante el método de
exclusion de azul tripano (0.4%). Las células se sembraron a una densidad de 310 a
320 x 10° células/cm? en placas marca Costar pretratadas con poli-L-lisina (5 pg/mL), se
mantuvieron en una atmosfera con 5% de humedad y con 5% CO, a 37°C. D después
de 24 h se trataron con citosina (10 uM) con el fin de prevenir el crecimiento de células
no neuronales, y a los 4 dias in vitro (DIV) se adicion6 glucosa a una concentracion final
de 5 mM. Las neuronas para los experimentos se usaron de 8-9 DIV. Mediante este
método se sabe que se obtiene mas del 95% de neuronas granulares (Orozco-lbarra
et al., 2009).

5.2.2 Cultivo de células derivadas de feocromocitoma de rata (PC12)

Debido a la morfologia de las NGC, no se pudieron realizar todas las determinaciones
en éstas células, por lo cual se probd una linea celular que dada su morfologia pudiera

ayudar a realizar algunos experimentos para determinar la participacion de Nrf2.
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Aunque no se logro el objetivo, se observd que en este tipo celular también existe
induccién de HO-1 por aM.

Las células PC12 son una linea celular derivada de feocromocitoma (tumor de
células cromafines de médula adrenal) de rata (Greene y Tischler, 1976). Las células se
sembraron en medio DMEM suplementado con 7.5% de SFB y 7.5% de suero de
caballo, 20 ug/mL de penicilina, 20 pg/mL estreptomicina y 40 ug/mL de gentamicina.
Se mantuvieron en cajas Petri de 60 6 100 mm de diametro en una atmosfera
de Oz al 95% y CO; al 5% a 37°C. La tripsinizacion se realizd con tripsina recombinante
Tryple Express cuando las células alcanzaron 90-100% confluencia. Las células se
contaron mediante el método de exclusibn de azul tripano (0.4%) usando
una dilucion 1:5.

Los experimentos se realizaron a una densidad de 16 x 10%cm? (35 000 células
por pozo) en cajas de 96 pozos, los tratamientos se realizaron cuando las células
estaban en confluencia, 24 h después. Cuando se alcanzé del 90-100% de confluencia
se retird el medio suplementado y se reemplazé con medio DMEM suplementado con

1% de sueros, 24 h antes de iniciar el tratamiento.

5.2.3 Cultivo de fibroblastos embriénicos de ratén (MEFs)

Debido a que los ratones nulos en Nrf2 se han usado para demostrar el papel de éste
en la regulaciéon de los genes que contienen la secuencia ARE, en respuesta a
estimulos exégenos. Se decidid utilizar el cultivo primario de MEFs, ya que se cuenta
con los ratones nulos en Nrf2.

Los ratones para la preparacion de los MEFs se obtuvieron del laboratorio del Dr.
Ken Itoh (Japon). Los MEFs silvestres y nulos para Nrf2 se prepararon segun el
protocolo previamente descrito (Nioi et al.,, 2003) a partir de embriones de ratones
C57BL/6 de 13.5 dias de vida. Las células se sembraron en medio DMEM con 10%
de SFB y 2 mM glutamina, 200 U/ml de penicilina y 0.2 mg/ml de estreptomicina. Se

mantuvieron a 37°C de temperatura y 5% de COa.
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Los experimentos con MEFs se realizaron en el departamento de Bioquimica del
Instituto de Investigaciones Biomeédicas “Alberto Sols” de la Universidad Autbnoma de

Madrid, Espana.

5.2.4 Western blot

Las NGC se sembraron en cajas de 60x15 mm, después de los tratamientos las células
se lisaron con amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.4) con 1% de tritdn e inhibidor de
proteasas. Las células se sonicaron durante 7 s a la minima velocidad (sonicador Fisher
Scientific modelo XL-2000), y el contenido de proteina se cuantifico mediante el método
de Lowry. Se cargaron 30 ug de proteina de cada muestra en un gel SDS-PAGE al
12%. Las proteinas se trasfirieron a una membranas de nitrocelulosa (Orozco-Ibarra
et al., 2009).

En el caso de las células PC12 primero se obtuvo el botén celular, para lo cual
las células se rasparon con PBS y se centrifugaron a maxima velocidad durante 10 s
(centrifuga de mesa Beckman modelo Microfuge E). Se desechd el sobrenadante y las
células se resuspendieron en amortiguador de lisis.

Posteriormente las membranas de nitrocelulosa se incubaron con 5% de leche
libre de grasas en amortiguador salino de fosfatos (pH 7.4) con 0.1% de Tween-20
(PBS-T) por 1 h. Se realizaron tres lavados con PBS-T, para después incubar con los
anticuerpos: anti HO-1 1:2000, anti-Tub 1:5000 en albumina bovina sérica (ABS) al
0.4% en PBS-T. Las membranas se lavaron y se incubaron con peroxidasa de rabano
conjugada anti-conejo producido en burro o anti-ratén IgG producido en cabra, en una
dilucién 1:10000 y 1:7000, respectivamente en ABS 0.4% en PBS-T.

La quimioluminiscencia se detectd con el estuche de deteccion Amersham ECL
acorde con las instrucciones del fabricante y el analisis densitométrico se realiz6

mediante el sofware Jimage 1.43.
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5.2.5 Actividad de hemo oxigenasa

La actividad de HO se determindé mediante el método previamente descrito
(Orozco-lbarra et al., 2009). Las células se sembraron en cajas de 60x15 mm, después
de los tratamientos las células se lisaron con amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.4)
con 1% de tritdon e inhibidor de proteasas. Las células se sonicaron 7 s a la minima
velocidad y se centrifugaron a 10 000 x g/ 4°C/ 20 min. El contenido de proteina se
determind mediante el método de Lowry. La mezcla de reaccién se utilizé en fresco, la
cual contenia citosol de ratén (fuente de biliverdina reductasa), hemina 2 mM, G6P
20 mM, G6PDH 800 U/mL y amortiguador de fosfatos de potasio con magnesio. La
reaccion se realizd6 con 100 uL de suspensiéon celular, 125 uL de amortiguador de
fosfatos de potasio con MgCly, 50 uL de la mezcla de reaccion y 25 uL de NADPH
8 mM fresco. Se incub6 a 37°C durante 1.5 h. Para detener la reaccion se adicion6
cloroformo y se extrajo la bilirrubina formada. El blanco consistié en inactivar las
muestras con calor y realizar el procedimiento anteriormente descrito. Para la
cuantificacion de bilirrubina se usé la fase organica y se realizd un barrido
de 550 a 450 nm, usando las lecturas encontradas a 465 y 530 nm, la bilirrubina
formada se determiné mediante la siguiente ecuacion:

(AAbSmuestra B AAbsblanco)
40mM “em™ x1CMx MY geina X

xVol L)x1x10° = pmol/mg proteina/h

suspensién(

5.2.7 Viabilidad celular por el método MTT

El porcentaje de viabilidad se determind mediante el método de MTT descrito
inicialmente por Mosmann (1983). Dicho método se basa en la reduccion de una sal de
tetrazolio, MTT, de color amarillo a formazan de color purpura por deshidrogenasas
mitocondriales (Berridge y Tan, 1993).

El MTT se adiciond al cultivo celular a una concentracion final de 0.144 mM por
1 h a 37°C. Después de este tiempo, se retird el medio de cultivo y el formazan formado

se disolvidé con isopropanol acido (4% de HCI 1M). La cuantificacion se realizé a una
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A de 570 nm en el espectrofluorometro Synergy HT (BioTek Instruments, Inc. Winooski,

VT, EUA), los datos se expresaron como el porcentaje de viabilidad, reduccioén del MTT,

respecto al control.

5.2.8 Viabilidad celular por el método FDA

El porcentaje de viabilidad se determind mediante la tincion con fluoresceina, la cual se
forma a partir de la desesterificacion de FDA por células vivas (Yan et al., 1994). Las
células se lavaron dos veces con PBS a 37°C para después incubar con 24 uM de FDA
por 5 min seguido de dos lavados con PBS frio.

La intensidad de fluorescencia se determind en el espectrofluorémetro Synergy
HT (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT, EUA). Los resultados se expresaron como

porcentaje de viabilidad, intensidad de fluorescencia.

5.3 Tratamiento de los cultivos

% Tratamiento con oM en la determinacion de la induccion de HO-1 en NGC.
La determinacién se realizd utilizando diferentes concentraciones de oM de 4 a 14 yM
por 24 h y diferentes tiempos de incubacion a la concentracién de 12 uM en NGC,
4-24 h. También, se realizé en células PC12 utilizando concentraciones de 2.5 a 8 uM
de aM por 24 h.

La aM se disolvié en 10% de DMSO y amortiguador de fosfatos. La induccion de
HO-1 se evaludé por Western blot y la actividad de HO se determind acorde a los

procedimientos previamente descritos.

% Papel del factor transcripcional Nrf2 en la inducciéon de HO-1 por oM.
Se utilizaron MEFs silvestres o nulos en Nrf2 para evaluar la induccion de HO-1, gen
blanco de Nrf2 y para determinar si éste factor transcripcional esta relacionado con la

induccion de HO-1. Para esto, los MEFs se incubaron con 0.1y 0.3 uM de aM por 6 h.
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s Determinacién del efecto de HO-1 en la proteccién de la aM frente a 3NP.

Un primer tratamiento consistio en realizar una co-incubacién con aM, SnMP y 3NP. La
finalidad de este experimento fue el determinar si la HO tenia un papel en el efecto
protector de la oM como un experimento preliminar. Ya que previamente demostramos
que en el modelo de co-incubacion con aM y 3NP, la aM protege.

Un segundo tratamiento consistio en la pre-incubacion en NGC, por 16 h con oM,
para posteriormente adicionar 2 mM de 3NP por 3 h y 24 h después medir la viabilidad
celular. Con la finalidad de determinar si el tratamiento con aM tenia un efecto protector
frente al 3NP.

En un esquema similar se utiliz6 ShMP 10 uM media hora antes de la adicion de
3NP y durante todo el experimento, para determinar si la HO estaba involucrada en la

proteccion por aM.

5.4 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como el promedio + error estandar de la media (EEM)
y se compararon mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via seguido
de una prueba de Dunnett. Los valores se consideraron significativamente diferentes

con una p<0.05.
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6. Resultados

6.1 Efecto de aM sobre la cantidad de HO-1 en NGC

En un estudio realizado previamente en nuestro laboratorio, se determiné que la
co-incubacién con oM frente al neurotdoxico 3NP protege de la disminucidén de la
viabilidad celular y la producciéon de ERO desde la concentracion 6 uM y hasta la
concentracion 12 uM de oM (Pedraza-Chaverri et al., 2009).

En la figura 5, se muestra el efecto protector de la aM (6 0 12 uM) en el mismo
modelo de co-incubacién frente a 3NP. En la grafica del panel A, se observa que el 3NP
disminuye la viabilidad celular. Esta disminucién se evita al co-incubar a las NGC con
6 UM de oM, pero resulta interesante el uso de SnMP, ya que se pierde el efecto

protector de la aM y la muerte celular por 3NP se exacerba.

Figura 5. Efecto protector de la co-incubacion de aM 6 uM (A) y 12 uM (B) con 3NP en
NGC. Las NGC se trataron 30 min antes de la adicién de 3NP (2 mM por 2 h) con aM y
SnMP, posteriormente se adiciond el toxico y después de 2 h de incubacion el 3NP se
retir6 del medio, y se adicioné nuevamente oM y SnMP. La viabilidad celular se
determind 24 h después del tratamiento, mediante el método de MTT. Los resultados se
presentan como promedio + EEM. *P<0.001 vs control; *p<0.001, #p<0.01, #p<0.05

vs 3NP.
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De manera similar, el uso de SnMP y 3NP exacerba la muerte celular comparado
con el tratamiento de 3NP. Esto nos sugiere que la HO juega un papel importante en la
respuesta al dafo, pero que probablemente la cantidad de HO no es suficiente para
evitar la muerte por 3NP, en las condiciones establecidas. Este efecto se refleja de igual
manera al usar la concentracion 12 uyM de oM (Panel B, Figura 5).

Lo anterior nos sugirié que la proteccién conferida por aM es a través de HO, ya
que la proteccion se evita al usar SnMP. Para comprobar que la oM estuviera
induciendo HO, se decidi6 estudiar a la HO-1, la cual confiere proteccion en diferentes
modelos de estudio cuando se induce y/o se sobreexpresa. Por lo cual, se evalud la
cantidad de HO-1 por western blot usando concentraciones crecientes de aM en
cultivos primarios de NGC (Figuras 6 y 7). Se probaron concentraciones crecientes de
oM (4-14 uM) por 24 h.

A

Figura 6. Niveles de HO-1 en NGC tratadas con concentraciones crecientes de oM
(4-14 uM) por 24 h en NGC de 9 DIV. (A) Se presenta una imagen representativa
del blot (B) asi como el analisis densitométrico de las bandas. La cantidad de HO-1
se corrigid por la cantidad de tubulina (Tub). Los datos se presentan como

promedio + EEM, n=3-4. *P<0.001 y **p<0.05 vs control.
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Como se observa en la figura 6, existe una ligera induccién de HO-1 desde la
concentracion 8 yM, aunque este incremento sélo es significativo a las concentraciones
12 y 14 pM. A la concentracion 12 puM el incremento representa un aumento
de 1.7 veces y de 2.2 veces a la concentracion de 14 uM de oM (Figura 6).

Para saber si la induccién de la HO-1 por aM era dependiente del tiempo, se
decidi6 realizar un curso temporal de 4 a 24 h usando la concentracién de 12 uM, ya
que desde esta concentracion se observa induccion de HO-1 (Figura 6). En la figura 7
se observa que el incremento en la cantidad de HO-1 también es dependiente del
tiempo, ya que desde las 8 h de incubacion con aM se observa un ligero incremento de

HO-1 aunque solo es significativo hasta las 24 h de incubacién.

A

Figura 7. Expresion de HO-1 en NGC con 12 uM de oM a diferentes tiempos (4-24 h) en
NGC 9 DIV. (A) Se presenta una imagen representativa del blot (B) asi como el analisis
densitométrico de las bandas. La cantidad de HO-1 se corrigié por la cantidad de
tubulina (Tub). Los datos se presentan como promedio + EEM, n=3-4."P<0.001 vs

control.
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De igual manera, encontramos que la induccion de HO-1, es dependiente de la
concentracion en células PC12. Para esto se realizO un western blot a las
concentraciones de 2.5, 5, y 8 uM de aM por 24 h. Observamos un incremento de
proteina desde la concentracién de 2.5 yM de oM (datos no presentados). Estos
resultados indican que la oM aumenta la cantidad de HO-1 de manera dependiente de
la concentracion y del tiempo, en al menos dos diferentes tipos celulares.

Para demostrar que la oM no sdlo induce un incremento en la cantidad de HO-1,
sino que éste es consistente con el incremento en la actividad de HO, se procedi6 a
determinar la actividad enzimatica de HO al cuantificar la bilirrubina formada. Se
encontrd, efectivamente, que el tratamiento de las NGC con aM aumenta la actividad de
HO de forma significativa a las concentraciones 12 y 14 uM de aM de 2.7 y 2.6 veces,

respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Modulacion de la actividad de HO por oM (0-14 uM) por 24 h en NGC

de 9 DIV. Los datos se representan como promedio + EEM, n=3. *P<0.01 vs control.

Para correlacionar el incremento en la expresion de HO-1 de manera
dependiente del tiempo, se realizd un curso temporal usando los mismos tiempos de
incubacion que para el estudio de cantidad de HO-1, 4-24 h. Se us6 12 uM de oM, ya

que desde esta concentracidon se observa que existe un incremento en la cantidad de
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HO-1 asi como de la actividad de HO. En la figura 9, se observa que efectivamente
existe un incremento significativo en la actividad de HO hasta las 24 h, también se
observa un incremento aunque no significativo desde las 8 h de incubacion. Por lo que,
el incremento de 1.7 veces de proteina de HO-1 resulta en el aumento de actividad de
HO de 2.7 veces.

Figura 9. Modulaciéon de la actividad de HO en un curso temporal (0-24 h) a la
concentracion 12 uM de oM en NGC 9 DIV. Los datos se representan como

promedio + EEM, n=3. *P<0.01 vs control.

6.2 Determinacién del factor transcripcional Nrf2 en la induccién de HO-1 por aM

Distintos factores transcripcionales reconocen al promotor del gen de HO-1, siendo uno
de ellos el factor transcripcional Nrf2, el cual esta relacionado con la expresion de
enzimas citoprotectoras, como la HO-1.

Por lo cual, debido a que la oM indujo un incremento en la cantidad de HO-1 y
esto se reflejo en el aumento de la actividad de HO, se decidié establecer la posible
participacion del factor transcripcional Nrf2. Para ello se realizé un fraccionamiento
celular e inmunocitoquimica en NGC y en células PC12 tratadas con aM, sin éxito
alguno, debido a que no se encontr6 un procedimiento adecuado. Por lo que en
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colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Cuadrado, en Espafia, se determiné
la cantidad de HO-1 en cultivo primario de MEFs silvestres y nulos para Nrf2 tratados

con aM (Figura 10).

MEFs Nrf2*/+ MEFs Nrf2/

A o-mangostina o-mangostina
o 0.1 0.3 o 0.1 0.3 M
e e— | — HO-1

p-actina

Figura 10. Expresion de HO-1 en fibroblastos embridnicos de raton (MEFs) silvestres
(*"*) o nulos (") en Nrf2. (A) Imagen representativa de la expresion de HO-1 en MEFs
tratados con diferentes concentraciones de oM (0.1 y 0.3 uM). (B) Analisis
densitométrico del western blot de HO-1. Los datos se presentan como promedio +
EEM, n=3. *P<0.01 vs control.

Los MEFs se trataron con 0.1 y 0.3 uM de aM por 6 h, con la finalidad de

determinar si existia un incremento en la cantidad de HO-1. En la figura 10, se observa

+/+

que la oM a la concentracion de 0.3 uM es capaz de inducir HO-1 en MEFs Nrf2

alrededor de ~1.5 veces, aunque no de forma significativa. Este resultado es

+/+

interesante, ya que el ligero incremento en MEFs Nrf2"" no se observa en los MEFs

Nrf2” lo anterior sugiere la posible participacion de Nrf2 en la induccién de HO-1 en
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células tratadas con aM. Aunque, es necesario realizar otro tipo de experimentos para

corroborar éste resultado.

6.3 Determinacion del efecto de la induccién de HO-1 en la protecciéon por aM
frente a 3NP

Con la finalidad de evaluar el efecto de la induccién de HO-1 sobre la viabilidad celular,
se trabajo con concentraciones de aM de 8, 12 y 14 uM frente al neurotoxico 3NP. El
cual, es un inhibidor de la enzima succinato deshidrogenasa, enzima del ciclo de Krebs
y del complejo Il de la cadena de transporte de electrones. Para determinar si esto
estaba relacionado con la induccién de enzimas citoprotectoras, se realizé una
pre-incubaciéon por 16 h con oM después de las cuales se retd frente a 3NP.
Adicionalmente, se realiz6 la mezcla aM+SnMP+3NP, para evaluar si el uso de SnMP
exacerbaba la muerte inducida por 3NP y con ello demostrar o no la participacion de
HO.

Consistente con reportes previos (Orozco-lbarra et al., 2009), el 3NP provoca
una disminucién en la viabilidad celular del 40% en cultivos de NGC (método FDA,
Figura 11). Esta disminucién se previene al pre-incubaron NGC con oM por 16 h, desde
la concentracion 8 uM, en la cual como se recordara ya existe un incremento en los
niveles de HO-1, aunque no de forma significativa. Como se observa en el panel B de la
figura 11 la proteccién es alrededor del 90% cuando se pre-incuba con oM 12 y 14 uM
(Figura 9, panel B).

Adicional a la grafica, se presenta en el panel A las micrografias de NGC
tratadas con concentraciones de aM y 3NP, siendo representativas de la grafica del
panel B. Las células control, muestran las caracteristicas morfoldégicas normales de las
NGC, las cuales son: un soma oscuro y de forma ovalada rodeado de un halo
refringente, y procesos gruesos, oscuros Yy bien definidos. Sin embargo, las
caracteristicas morfolégicas se pierden cuando las NGC se tratan con 3NP, se observa

que algunas células estan hinchadas, otras no presentan un soma oscuro y han perdido
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el halo refringente, ademas los procesos se ven delgados y en algunos so6lo quedan

rastros.

Control

Figura 11. Viabilidad celular de NGC pre-incubadas con oM frente a 3NP. (A)
Micrografias de campo claro en donde se observa la morfologia celular de las NGC en
los diferentes tratamientos. (B) Determinacion de la viabilidad celular por el método de
FDA, las NGC se pre-incubaron 16 h min con aM para después ser expuestas
a 2 mM de 3NP por 3 h. Los resultados se representan como promedio + EEM, n=4-7.
**P<0.01 vs control y *p<0.05 vs 3NP.
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Estas alteraciones morfologicas se previenen en NGC pre-tratadas con las
concentraciones crecientes de aM. De hecho, se observa que estas caracteristicas son
casi idénticas al control a las concentraciones de 12 y 14 uM de oM
(Figura 11, panel A).

Debido a que encontramos que la pre-incubacién con oM protege del dafo
ocasionado por 3NP, se decidié evaluar si la inhibicion de HO podria evitar este efecto.
En este caso, la viabilidad celular se determind por dos métodos diferentes con la
finalidad de corroborar el resultado obtenido (Paneles B y C, Figura 12). Ambos
métodos demuestran que el 3NP disminuye la viabilidad celular y que dicha disminucién
se previene al pre-incubar con 14 yM de aM pero el uso de SnMP evita la proteccién
de aM. De hecho la muerte celular se exacerba de forma similar a lo observado en la
figura 5.

Adicionalmente, se presenta en el panel A de la figura 12 las micrografias
representativas del experimento. Las células control y las tratadas con SnMP, muestran
las caracteristicas morfoldgicas normales de las NGC (soma oscuro y ovalado rodeado
de un halo refringente, y los procesos gruesos, oscuros y bien definidos) indicando que
el SnMP no altera las caracteristicas morfolégicas. Sin embargo, éstas caracteristicas
se pierden cuando las NGC se tratan con 3NP, y se restablecen cuando se pre-incuba
con 14 uyM de aM. Sin embargo, al usar aM+SnMP+3NP la morfologia celular se pierde
y de hecho se observan mayor dafo, ya que los cuerpos celulares y los procesos se
pierden por completo (Panel A, Figura 12). Esto también sucede al usar SnMP+3NP, lo
cual indica, como se habia mencionado anteriormente, que la HO juega un papel
importante en la proteccion contra 3NP y que el uso de aM, como un inductor de HO-1,

previene este dafno ocasionado por 3NP.
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Figura 10. Efecto de la inhibicién de HO en la proteccién con oM frente a 3NP en NGC.
A) Micrografias de campo claro en donde se observa la morfologia celular de las NGC
en los diferentes tratamientos. Las NGC se pre-incubaron por 16 h con oM, después se
incubaron con SnMP 10 uM, un inhibidor de HO, por 30 min previos al tratamiento con
3NP y hasta las 24 h. Posteriormente las NGC se trataron con 3NP 2 mM por 3 h.
A las 24 h después del tratamiento se determiné la viabilidad celular por el método de
FDA, n=3-7 (B) o por el método de MTT, n=3 (C). Los resultados se presentan como
promedio + EEM. *P<0.001 y **p<0.05 vs control; p<0.01 y #p<0.05 vs 3NP.
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7. Discusion

La exposicién a toxinas ambientales o condiciones oxidantes se ha asociado con
cancer, enfermedades inflamatorias, desordenes cardiovasculares y
neurodegenerativos. Para contrarrestar éstos danos, las células cuentan con una serie
de sefiales que activan la respuesta de la defensa antioxidante (Giudice et al., 2010).

En un estudio realizado en NGC en nuestro laboratorio se encontré que la
co-incubacién con aM, a las concentraciones de 8, 10 y 12 uM, protege del dafo
neuronal y del incremento en la produccion de ERO inducidos por 3NP
(Pedraza-Chaverri et al., 2009). En el presente trabajo demostramos que el uso de un
inhibidor de HO, no solo evita el efecto protector de la aM sino que exacerba la muerte
celular (Figura 5). Por otro lado, en un estudio in vivo se demostré que el tratamiento
con aM previne la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes inducida por
isoproterenol en corazén de rata (Devi Sampath y Vijayaraghavan, 2007). Este hallazgo
junto con el hecho de que la HO-1 se induce por compuestos polifendlicos como la
curcumina y el carnosol (Martin et al., 2004; Scapagnini et al., 2006), nos hizo pensar
que la aM podria estar induciendo enzimas citoprotectoras como la HO-1, lo cual no se
habia estudiado en NGC. Por lo que se evalud la induccion de HO-1, ya que esta
enzima estd muy relacionada con la proteccién frente a estrés oxidante en NGC
(Orozco-lbarra et al., 2009; Gonzalez-Reyes et al., 2009).

En el presente estudio se encontré que la oM puede inducir la expresién de HO-1
de manera dependiente de la concentracion y del tiempo; siendo la mayor induccion a
las 24 h de incubacion y a la concentracion de 14 uM. Se sabe que otros compuestos
antioxidantes que confieren proteccion a través de Nrf2 y de la induccién de enzimas
citoprotectoras, como la curcumina y el carnosol, inducen HO-1 a nivel de proteina y
ARNm a las 6 h de incubacion en otros tipo celulares (Martin et al.,, 2004;
Scapagnini et al., 2006). En nuestro estudio se observa que la cantidad de proteina de
HO-1 aumenta desde las 8 h de incubacién pero solo es significativo hasta las 24 h,
este es un resultado similar al encontrado en nuestro laboratorio al usar curcumina en

NGC (datos no publicados). En cuanto a la actividad de HO, también se observa que
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existe un aumento dependiente de la concentracion y del tiempo, el cual es significativo
a partir de 12 yM y desde las 16 h de incubacion a la misma concentracion. Estos
resultados indican que el aumento en la cantidad de HO-1 de 1.7 veces se refleja en un
aumento de la actividad de HO de 2.7 veces. También se encontré que la aM induce la
expresion de HO-1 de manera dependiente de la concertacion en células PC12. Lo
anterior sugiere que la induccion de HO-1 por oM es independientemente del tipo
celular pero en forma dependiente de la concentracion.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que el incremento de 3 veces en la
cantidad de HO-1 y en la actividad de HO, juega un papel importante en la proteccién
durante la inhibicion mitocondrial en NGC, y que el efecto protector se asocia a los
productos de degradacién del grupo hemo (Orozco-lbarra et al., 2009;
Gonzélez-Reyes et al., 2009).

Por otro lado, la induccion del transcrito de HO-1 esta relacionada con la
secuencia ARE en el promotor del gen. La secuencia ARE se encuentra en el extremo
5 del gen Hmox1, y es reconocido por el factor transcripcional Nrf2 (Nguyen et al.,
2003; Yamamoto et al., 2010). Los mecanismos por medio de los cuales el Nrf2 se
traslada al nucleo, para inducir la activacion de genes pueden ser: (a) la estabilizacion
de Nrf2 citoplasmatico, evitando su ubiquitinacion y degradacion proteosomal, por la
desestabilizacion de los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina de Keap1 o bien
(b) por la disociacion del complejo Nrf2-Keap1 via fosforilacién de serina/treonina de
Nrf2 (Surh et al., 2008). En el caso de la HO-1, los mecanismos de activacion de la
transcripcion de genes de fase Il son diversos. Muchos se han enfocado en la
activacion de MAPK relacionadas con el crecimiento celular y respuesta al estrés,
siendo las vias mas representativas ERK, JNK y p38. Estas vias (Shan et al., 2000;
Kietzmann et al., 2003; Ohlmann et al., 2003) asi como la via PI3K/Akt (Martin et al.,
2004) se han relacionado con la sobre-expresion de HO-1. También, algunos sitios de
union a AP-1 estan relacionados en la induccion de HO-1 via MAPK, mediante
compuestos polifendlicos como la curcumina (Hill-Kapturczak et al., 2001; Gong et al.,
2002).
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Dado lo anterior, en este estudio se evalué de manera preliminar si el factor
transcripcional Nrf2 estaba involucrado en la induccion de HO-1 por aM. Para esto se
realizé un estudio en MEFs nulos en Nrf2. Este tipo de modelo, en el que se usa
ratones deficientes en Nrf2, es utilizado para demostrar que la ausencia del factor
transcripcional esta relacionado con la respuesta celular (Innamorato et al., 2008). Se
ha demostrado que en este tipo de ratones, existe una fallan en la induccion de genes
responsables de la destoxificacion de xenobidticos y/o en la proteccion contra el estrés
oxidante (Innamorato et al., 2008; Surh et al., 2008; Jung y Kwak, 2010). Lo resultados
sugieren que la presencia de Nrf2 es muy importante para que exista induccion de
HO-1 por aM, ya que, aunque no existe un incremento significativo en la cantidad de
HO-1 en MEFs Nrf2 ** es evidente que existe un pequefio incremento y esto no se
observa en los MEFs Nrf2 . Cuando se trataron los MEFs nulos en Nrf2 con oM,
solamente se observan niveles basales de HO-1 debido a que la transcripcion del gen
puede darse a través de otros factores transcripcionales. Este resultado nos indica que
probablemente Nrf2 si tenga un papel importante en la expresion de HO-1, pero que es
necesario caracterizar la participacion de Nrf2 en las NGC.

Por ultimo, la importancia de que la aM induzca HO-1 radica en que se ha
demostrado que ésta juega un papel muy importante en la neuroproteccion, ya que la
sobre-expresion de HO-1 protege contra el dafio isquémico cerebrovascular y el dano
por glutamato (Panahian et al.,, 1999; Chen et al., 2000) y que la carencia de HO-1
exacerba la excitotoxicidad in vivo (Ahmad et al., 2006). Ademas, la inhibicion de HO
exacerba la muerte neuronal inducida por compuestos que generan estrés oxidante (Ku
et al., 2006; Orozco-lbarra et al., 2009). Por lo cual, la sobreexpresion y presencia de
HO-1 es necesaria en el mecanismo protector frente al estrés oxidante. Orozco-lbarra y
colaboradores (2009) demostraron que la sobreexpresion de HO-1 y los productos de la
degradacion del grupo hemo, CO vy bilirrubina, en NGC tratadas con 3NP estan
involucrados en el efecto protector. De lo anterior se concluye que la HO juega un papel
importante en el sistema endégeno frente al dafio oxidante. Esto es interesante, ya que
el estrés oxidante es un mecanismo comun de diversas enfermedades

neurodegenerativas.
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Por lo tanto, para comprobar si la induccién de HO-1 por aM tiene un papel
importante en la neuroproteccion frente a compuestos que generan estrés oxidante se
realizoé una pre-incubacion con aM por 16 h, ya que a este tiempo se observa que existe
un aumento de la expresiéon y actividad de HO, para después confrontarse a 3NP. Se
ha demostraron que el 3NP no es capaz de inducir HO-1 en NGC por lo que, al utilizar
un inductor de HO-1 (CoPP) se evita la muerte celular y produccion de ERO
provocados por 3NP (Orozco-lbarra et al., 2009). Ademas, en este trabajo se encontré
que el uso de SnMP exacerba la muerte celular por 3NP, lo que indica que la HO tiene
un papel protector en este modelo. Por otro lado, nuestros resultados, indican que la
oM previene la muerte celular inducida por 3NP, indicando que la induccién previa de
HO-1 tiene un papel en dicha proteccion. Lo anterior se comprobd al usar el inhibidor de
HO, SnMP, ya que éste evita la proteccion de la aM. Por lo tanto, la induccidn previa de

HO-1 por aM confiere proteccién en NGC frente a 3NP.
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8. Conclusién

Podemos sugerir que la aM como un antioxidante bifuncional, ya que ademas de su
capacidad antioxidante directa, en este trabajo se demostr6 que también tiene la
capacidad de inducir a la enzima HO-1, la cual juega un papel central en la
citoproteccién ante compuestos que generan estrés oxidante, como el 3NP.

9. Perspectivas

Realizar un estudio in vivo para determinar si la oM es capaz de conferir proteccion

frente algun compuesto neurotoxico, por ejemplo 3NP.
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