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iii. RESUMEN

La quercetina es un metabolito secundario sintetizado principalmente por las
plantas, el cual pertenece a la familia de los flavonoides tipo flavonol y presenta
diversas funciones bioldgicas tales como: efecto antioxidante, antiinflamatorio, etc.

Se determinoé el efecto de la quercetina (Q), obtenida a partir de las inflorecencias
de Heterotheca inuloides Cass, sobre el marcador bioquimico de dafio a lipidos
(lipoperoxidacion), en diferentes tejidos cerebrales, asi como en los tejidos de
organos como higado y rindn, de ratas macho en estado epiléptico, inducido por la
administracion del prooxidante acido kainico (AK) [10mg/Kg, via intraperitoneal], en
presencia y ausencia del pretratamiento de Q [100mg/Kg, via oral] (durante 6 dias
previos a la administracion del AK) .

Los resultados fueron analizados mediante una ANOVA seguida por la prueba de
Dunnett (p < 0.05). y demostraron que la administracion previa de Q favorecio
significativamente la disminucion de lipoperoxidacion inducida por AK, esto se
observo en las concentraciones de MDA (malondialdehido), en donde se obtuvo en
% de disminucién: cerebelo (86.42%), corteza (86.12%), médula (79.53%),
hemisferios (75.94%), higado (51.17%) y finalmente rifidn (60.16%). Esta evidencia
permite sugerir que la quercetina puede ejercer su efecto antioxidante en los
organos de cerebro, higado y riidn sobre el dafo inducido (lipoperoxidacion)
posterior a la administracion de AK.

Esto podria ser por: 1) Su funcion de flavonoide que le confiere propiedades
atrapadoras de radicales libres, queladora de iones metdlicos de transicion y
donadora de electrones. 2) La capacidad de regular la formacién de los ROS y RNS
(causantes de la lipoperoxidacion), formados durante la excitotoxicidad debido a la
entrada de flujo masivo de Ca?* causada por la sobre activacion de los receptores
de AMPA kainato inducido por la administracion de AK.

Se concluye que la quercetina es un potente antioxidante que puede ser una
alternativa contra una variedad de insultos oxidativos, asi como a diversas
enfermedades (entre las cuales se encuentran las neurodegenerativas)

relacionadas con el estrés oxidante.
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INTRODUCCION

1.1 QUERCETINA GENERALIDADES

La quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona) es un metabolito secundario
sintetizado principalmente por las plantas, ademas de que pertenece a la familia
de los flavonoides, se encuentra ampliamente distribuido y en mayor
concentracion en diversos alimentos y plantas como: frutas citricas, manzanas,

vegetales, semillas, cebollas, vino tinto, té verde, etc. (Murakami et al., 2008).

Los flavonoides son un grupo compuesto de polifenoles que se encuentran en
las células fotosintéticas, en formas de glicésidos y agliconas, poseen diversos
efectos bioldgicos que son de interés para la salud humana como, por ejemplo:
antioxidantes, anticarcinogénos, antimicrobianos, antiinflamatorios. Una dieta
rica en flavonoides reduce el riesgo de padecer enfermedades cronicas,
relacionadas con el estrés oxidante como lo son la diabetes, el cancer,
enfermedades neurodegenerativas (epilepsia, Alzheimer, etc), coronarias del

corazoén, entre otras (Boots et al., 2008).

La quercetina es un potente antioxidante por su capacidad para atrapar radicales
libres como lo son el ONOO-y el OH, es por esto que se le considera que esta
involucrada en multiples efectos benéficos para la salud y por sus diversas
propiedades, le dan un potencial para ser usado en la industria farmacéutica,
ademas de que tiene la habilidad de penetrar la barrera hematoencefalica (BHE),
incluso con un 65.44% de permeabilidad, por lo que produce resultados

favorecedores en el sistema nervioso central (Ren et al., 2010).

12
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1.1.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS Y EFECTO ANTIOXIDANTE

Existen mas de 400 tipos de flavonoides los cuales son categorizados en sub-
clases: flavonoles, antocianinas, flavononas y flavonas (Murakami et al., 2008).
La quercetina (flavonoide tipo flavonol), es un polifenol compuesto por 15 atomos
de carbono. Posee una estructura base de difenilpropano (C6—C3-C6), que
comprende: 2 anillos de benceno llamados A y B (este ultimo tiene dos grupos
OH- (hidroxilo), en las posiciones 3y 4" unidos por un anillo de pirano
heterociclico (C) que contiene también grupos OH- en la posicion 3. (Erlund ,
2004). (Figura 1)

Los flavonoles se encuentran comunmente como o-glicésidos, en ellos al menos
un grupo OH- es substituido por varios tipos de azucares, particularmente en la
quercetina este grupo azucar (o-glicésidos) esta unido en la posicion 3. Ademas,
posee un grupo catecol en las posiciones 3’y 4° del anillo B, en el anillo C tiene
grupo carbonilo en la posicion 4 del anillo C y grupo hidroxilo en la posicién 37,
ademas de un doble enlace entre los carbonos C2 y C3. Es una molécula
hidrofébica, sin embargo, su solubilidad en agua incrementa conforme
incrementan los grupos azucares y, posee estructura coplanar, (Murakami et al.,
2008). Debido a sus grupos hidroxilo tiene la capacidad de quelar Fe y otros
iones metalicos, lo que le confiere su poder de reduccidon o bien, su propiedad
donadora de electrones (e-), la cual es esencial para su actividad atrapadora de

radicales libres (Martinez-Flores et al., 2002).

Figura 1. Estructura de la quercetina.
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Se sabe que en la capacidad antioxidante de la quercetina estan involucradas
diversas estructuras como: el orto-dihidroxibenceno en las posiciones 3’y 4" en
el anillo B, esto forma un grupo catecol; asi como el doble enlace entre los
carbonos 2 y 3, unidos al grupo carbonilo de la posicion 4, y el grupo hidroxilo en
la posicion 3 del anillo C, también esta involucrada en potenciar el efecto
antioxidante, (Boots et al., 2007; Murakami et al., 2008).

Ademas, se ha sugerido atribuir la accion antioxidante de la quercetina al efecto
inhibidor que le provoca a enzimas oxidantes como: la xantina oxidasa (XOD),
lipoxigenasa (LOx) y del NADPH oxidasa. Las cuales tienen un papel importante
en los procesos iniciales de dafo celular inducido por radicales libres por lo que

al inhibir estas enzimas se atenua el estrés oxidante (Murakami et al., 2008).

Existe una paradoja para la quercetina, donde se plantea que los antioxidantes,
los cuales son capaces de donar electrones, se convierten quimicamente en
productos (metabolitos) de la oxidacion en su esfuerzo por proteger contra los
radicales libres a las células, volviendose pro-oxidante. Esto sucede porque la
quercetina al ser convertida en una o-quinona por una reaccion autocatalitica y
el radical o-semiquinona es inevitablemente producido como una especie

reactiva intermediaria (Boots et al., 2007).

Las moléculas de oxigeno pueden reaccionar con este radical resultando en la
produccion de las especies reactivas Oz” y H202, las cuales afectan las vias de
sefalizacion redox en las células y son capaces de inducir dafio por estrés
oxidante (Murakami et al., 2008).

14
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1.1.3 PROPIEDADES TERAPEUTICAS

A continuacién, se describiran algunas de las propiedades terapéuticas de la

quercetina. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Propiedades terapéuticas de quercetina.

Propiedades
terapéuticas

Mecanismo de accién

Referencias

Antiinflamatorio

Anticancerigeno

Anti-envejecimiento

Antialergénicas

Antiobesidad

Diabetes

Gastroroteccion

Inmunologia

Neuroproteccion

La inflamacion es mediada parcialmente por la
liberacion de histamina. La quercetina
estabiliza las membranas de las células que
liberan la histamina, reduciendo asi su
liberacion. Inhibe in vitro la produccion de
enzimas como LOX (lipoxigenasa).

Inhibe el crecimiento in vitro de ciertas células
malignas. Accién benéfica en el tratamiento de
tumores en prostata.

Posible influencia sobre la sobrevivencia,
viabilidad y duracion in vitro en fibroblastos
primarios de humanos (HFL-1).

Bloquea las sustancias involucradas en las
alergias, por ejemplo: la histamina.

Suprime el incremento de estrés oxidante en
los adipocitos suprime el incremento de estrés
oxidante

Inhibe la enzima que convierte la glucosa en
sorbitol, un compuesto involucrado con las
complicaciones diabéticas, (incluyendo las
cataratas). Mejora la secreciéon de insulina y
protege las células pancreaticas del dafio por
radicales libres.

Estudios in vivo reportan efecto protector
contra la ulceracion gastrica inducida por
etanol, asi también como en contra del reflujo
por esofagitis.

Actividad antiviral in vitro contra VIH y otros
retrovirus. Actividad antibacteriana contra
Helicobacter pylori tanto in vitro como in vivo.

Capacidad de proteccion a las neuronas ante
el probable dafo por estrés oxidante inducido
por radicales libres.

Pérez-Trueba & Martinez-

Sanchez, 2001; D’ Andrea, 2015.

Murami et al., 2008; D’ Andrea,
2015

D’ Andrea, 2015

Pérez- Trueba & Martinez-

Sanchez, 2001; D’ Andrea, 2015.

Ahn et al., 2008; D’Andrea, 2015 ;
Nabavi et al., 2015.

D’ Andrea, 2015

D’ Andrea, 2015

D’ Andrea, 2015

Pérez-Trueba & Martinez-

Sanchez, 2001; Costa et al., 2016.
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1.2. ESTRES OXIDANTE GENERALIDADES

El Oz es un elemento esencial para la vida. La mayor parte del Oz inhalado es
consumida por la oxidacidon de los carbohidratos, una pequefa porcidn
(aproximadamente el 2%) es convertida en alguna especie reactiva de oxigeno
y nitrogeno (RNOS) (Ramasarma, 1982).

El estrés oxidante se produce por un desequilibrio entre especies reactivas de
oxigeno/nitrégeno (RNOS) y agentes antioxidantes (enzimas antioxidantes) en
las células. Esto es a favor de las RNOS, ya que ocurre un aumento de ellas y/o
una disminucion de los agentes antioxidantes. Cuando el estrés oxidante
continla o se intensifica, se produce oxidacion de los lipidos de membrana,
proteinas y acidos nucleicos lo cual induce disfuncion de los organelos
(Milei et al., 2006).

El desequilibrio entre la produccién de RNOS y la defensa antioxidante crea un
estrés oxidante que promueve o aumenta a diversas condiciones patofisiolégicas
como: cancer, arterosclerosis, envejecimiento, diabetes mellitus, enfermedades
de Alzheimer, Parkinson, asi como la epilepsia, entre otras. Durante estas
complicaciones, las RNOS participan en reacciones irreversibles e inducen dafio
a las biomacromoléculas. Las alteraciones dentro de las células y los tejidos
pueden resultar cuando este estado persiste, siendo los principales efectos del
estrés oxidante (Paradies et al., 2002; Bailey et al., 2005; Fu et al., 2012).
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1.2.1. ESPECIES REACTIVAS

Las especies reactivas (agentes prooxidantes) son moléculas que presentan un
electron no apareado impar en el orbital externo que les da una configuracién
espacial generadora de gran inestabilidad con fuerte propension a reaccionar
con otras moléculas biologicas e inducir dafo, por ejemplo, en lipidos, proteinas,
acidos nucleicos, etc. (Lozada & Garcia, 2009).

La formacion de especies reactivas se da a partir de la reduccién (dismutacion)
del Oz (Figura 2), cabe sefalar que el oxigeno es un birradical, lo que significa
que contiene dos electrones individuales no apareados en distintos orbitales.
Esta caracteristica le da la capacidad de aceptar electrones individuales para
crear radicales de oxigeno altamente reactivos. El oxigeno puede aceptar 4

electrones y asi reducirse en agua (Lieberman, 2014).

e-, 2H" e-, H" e-, H"

N
Op — S Oy =—Np Hs05—Np O +OHE— H:O

Figura 2. Reduccion del oxigeno (dismutacion del 02): la adicion de un electréon (e-) genera
superoxido (O2’), la adicién de un 2do (e-) genera peréxido de hidrégeno (H202), la adiciéon de un
3er (e-) genera el radical hidroxilo (OH) y la adicion de un ultimo (e-) genera una segunda

molécula de agua (Hz20). (Lieberman M., 2014)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son una cadena de intermediarios
redox activos formados por la reduccion parcial quimica, fotoquimica o
bioquimica del O2. Los miembros de la familia ROS incluyen especies no
radicales tales como perdxido de hidrégeno (H20:2), oxigeno singulete (O211), y
radicales tales como anion superéxido (O2), radical hidroxilo (OH™), radical
hidroperoxilo (HOz2¢), radicales peroxilo (ROQOe¢) y radicales alcoxilo (ROe)
(Yu, 1994; Paradies et al., 2002; Bergamini et al., 2004). (Cuadro 2).

Los ROS pueden actuar como agonistas y antagonistas. Por lo que son tanto
benéficos como nocivos en los sistemas bioldgicos, estas controversias han sido
objeto de una investigacién activa durante las ultimas dos décadas. Ellos se

forman como resultado del metabolismo celular en procesos fisioldgicos
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normales (por ejemplo, proliferacién celular, apoptosis, inflamacién y defensa
contra
(Paradies et al., 2002; Corrales & Mufioz-Ariza, 2012; Sharma et al., 2012).

patégenos etc.), asi como en procesos patoldgicos.

Por otro lado, las especies reactivas de nitrogeno derivan del radical NO,
producido por el 6xido nitrico sintasa (NOS) principalmente, que al combinarse

con Oz produce la especie ONOO- (peroxinitrito) (Lieberman, 2014).

Aunque los mecanismos antioxidantes de defensa celular protegen las
biomacromoléculas de las reacciones con especies reactivas, la produccion

incontrolada de ROS las dana irreversiblemente.

Cuadro 2. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RNOS).

Especie reactiva

Propiedades

(o))

Anioén superéxido

Producido por la coenzima Q en la cadena de transporte de
electrones y en otros sitios. No puede difundirse lejos del sitio

de origen. Genera otras ROS.

H20;

Peréxido de hidrégeno

No es un radical libre, pero puede generarlos por reaccién con
un metal de transicién (por ejemplo, Fe2*). Puede difundirse al

interior de las membranas celulares y a través de ellas.

OH~

Radical hidroxilo

La especie mas reactiva al atacar moléculas bioldgicas. Se
produce a partir de H202 en la reaccién de Fenton en presencia

de Fe?* o Cu*.

RO, R+, R-S

Radicales organicos

Radicales libres organicos - R denota el resto del compuesto.
Se producen a partir de ROH, RH (por ejemplo, en el carbono

de un doble enlace en un acido graso).

RCOO-

Radical peroxilo

Se forma en la degradacion de lipidos. También se presenta
como LOOQe.

0217

Oxigeno singulete

Oxigeno con spins antiparalelos. Se produce a altas presiones
parciales de oxigeno por absorcion de rayos UV. Se desintegra

muy rapido.
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NO

Radical libre producido por el éxido nitrico sintasa (NOS). Se

une a iones metalicos. Se combina con Oz u otros radicales

Oxido nitrico

libres que contiene oxigeno para formar mas RNOS.

ONOO- Formado por superoéxido y 6xido nitrico. Agente oxidante fuerte

que no es un radical libre. Puede generar NO: (diéxido de

Peroxinitrito

nitrégeno) que si es un radical.

(Lieberman, 2014).

Algunas caracteristicas generales que presentan las RNOS son:

Remueven (e-) electrones de otros compuestos para completar sus
propios orbitales, con lo que inician reacciones en cadena de radicales
libres o bien, son moléculas capaces de existir de forma independiente
conteniendo en su ultima érbita uno o0 mas electrones desapareados lo
que las hace muy inestables y altamente reactivas (Naqui et al., 1996;

Beckman &, Koppenol, 1996).

Son capaces de combinarse con las diferentes moléculas que integran la
estructura celular [poseen potencial para atacar cualquier tipo de

biomolécula] (Naqui et al., 1996; Beckman & Koppenol,1996).

Por su configuracion electronica estos radicales presentan una vida media

corta.

El mecanismo mas comun en que se pueden formar los radicales libres

es la adicion de un electron a una molécula estable.
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Cuando los radicales se han formados, buscan el modo de conseguir una
configuracion electrénica estable y es asi como interactuan con otras moléculas

a través de reacciones bioquimicas redox [0xido-reduccion] (Cuadro 3).

Estas interacciones ocasionan que haya una transferencia de e que involucran
la reduccién y oxidacidén de las moléculas participantes, lo cual genera que la
produccion de radicales libres, resultando en una reaccién en cadena (al
reaccionar un radical libre con una molécula no radical esta ultima pasa a ser un
radical libre). Cabe destacar que la reaccion en cadena solamente se detendra
cuando dos radicales libres se encuentren y reaccionen entre si formando una
molécula estable (Turrens, 1994; Esposito et al., 2000; Corrales & Mufoz-Ariza,
2012).

Cuadro 3. Reacciones bioquimicas de los radicales libres.

Reaccion Funcioén Ejemplo

Iniciacién Formacion de un radical libre a partirde AB+ C— A+
no radicales. D+E

Propagacion Formacién de un radical libre cuando A + CD —

reacciona una molécula estable con un AC + De

radical libre.

Terminacion Reaccion quimica entre dos radicales Ae + De — AD
libres, en donde sus electrones
desapareados son cancelados y se

genera un producto estable

(Corrales & Mufoz-Ariza, 2012)
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1.2.2. FUENTES DE ESPECIES REACTIVAS

La produccion de especies reactivas radicales y no radicales se debe a diversas

reacciones quimicas y fotoquimicas tanto exégenas como endégenas.

A nivel endogeno, los radicales libres se generan de manera extracelular e
intracelular, por ejemplo, se producen por diferentes mecanismos entre los que
se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de
oxidacion, por lo que producen dano celular (oxidativo) al interactuar con las
principales biomoléculas del organismo. También existen células del sistema
inmune relacionadas con la produccién de radicales libres por ejemplo
neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosindfilos, etc. Y finalmente, las enzimas
oxidantes también se encentran involucradas en la produccion de radicales, por

ejemplo: xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa, monoamino oxidasa y
NADPH oxidasa (Venereo-Gutierrez, 2002).

Una de las principales fuentes de produccion no enzimatica de ROS (O2) en las
células es la reduccidon de oxigeno por los electrones de la cadena de
transferencia de electrones situada en la mitocondria (Chen et al., 2003; Murphy,
2009).

Las otras fuentes principales de ROS no enzimaticos son la radiacion ionizante
(Rugo et al., 2002; Yamamori et al., 2012), las reacciones de transferencia de
energia de los cromdéforos bioldgicos (Mackerness et al., 2001; Baier et al.,
2006), las reacciones cataliticas de los iones metalicos (Fenton, 1894; Haber &
Weiss, 1932), materiales en particulas y contaminantes organicos (Gurgueira et
al., 2002; den Hartigh et al., 2010; Miljevic et al., 2010).

En ciertos casos, los ROS menos reactivos producidos por diferentes rutas
activan quimicamente ROS altamente reactivos. Por ejemplo, O2 reacciona con
el 6xido nitrico y forma ONOO-, que facilmente nitra y desactiva biomoléculas
tales como enzimas y ADN. De forma similar, iones metalicos de transicion tales

como Cu?*y Fe?*catalizan la produccion de ROS in vivo (Haber & Weiss, 1932).
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En la reaccion de Fenton, el ion ferroso convierte el H202 en OH™ altamente
reactivo (Fenton, 1894) y, en la reaccion de Heber-Weiss, el ion Fe?*cataliza la
produccion de OH por H202 y Oz". La naturaleza altamente reactiva de OH?- las
biomoléculas proximales, lo que es una causa primaria de dafo debido al estrés
oxidativo (Haber & Weiss, 1932).

A nivel exdgeno existen diversas fuentes como rayos UV y otras radiaciones
ionizantes (por ejemplo, rayos X, Y, Gamma), contaminantes tales como
moléculas organicas e inorganicas (como mondéxido de carbono, fibras de
asbestos, ozono, dioxido de nitrégeno, iones metalicos como cadmio, cobre,
hierro, mercurio, etc.) y materiales en particulas de automoviles, emisiones
industriales y humo de cigarrillos, que catalizan la produccién de ROS radicales
y causan estrés oxidativo, lesion e inflamacion pulmonar (Venereo-Gutiérrez,
2002; Corrales & Mufioz-Ariza, 2012).

Mientras que las radiaciones de alta energia como los rayos X y rayos Gamma
directamente producen ROS radicales por la ionizacién del agua u oxigeno,
diversas reacciones quimicas y fotoquimicas generan Oz, que a su vez produce
otros ROS (Venereo-Gutiérrez, 2002; Corrales & Mufioz-Ariza, 2012). Dichas
exposiciones alteran la homeostasis entre las concentraciones fisioldgicas de las
RNQOS, el sistema de defensa antioxidante (Tao et al., 2003; Poljsak & Fink ,

2014), e inducen dano a las biomacromoléculas por estrés oxidante, por ejemplo:

Lipidos

Es aqui donde se produce el dafio mayor, en un proceso que se conoce
como lipoperoxidacion, el cual afecta a las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular (los acidos grasos que presentan insaturaciones son componentes
esenciales de las membranas celulares). La oxidacion de lipidos puede
ser desencadenada por el oxigeno, el oxigeno singulete, el peroxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo (Cadenas, 1989; Reilly & Bulkley, 1990;
Jerlick et al., 2000).
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Proteinas
Hay oxidacién sobre grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas

peptidicas (Venereo-Gutierrez, 2002).

Acido desoxirribonucleico (ADN)

Ocurren mutaciones y carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis
de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas
de las bases, deleciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-
proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas
del ADN que activan genes (Fraga et al., 1990; Wiseman & Halliwell, 1996;

Venereo-Gutiérrez, 2002).
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1.2.3 SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Un antioxidante se refiere a una sustancia sintética o natural capaz de retrasar,
prevenir o eliminar la oxidaciéon de un sustrato oxidable como lipidos, ADN,
proteinas,etc. El sistema de defensa antioxidante enzimatico (Cuadro 4), se
encarga de evitar que las especies reactivas se acumulen, esto lo logra al
catalizar la transferencia de e- (electrones) del sustrato hacia la especie reactiva
en cuestion, por ejemplo, Oz y H202. Su mecanismo es el de atrapar a las
especies reactivas teniendo como objetivo mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante a favor de estos ultimos (Corrales & Mufoz-Ariza,
2012).

Cuadro 4. Enzimas antioxidantes principales (sistema de defensa antioxidante enzimatico)

y sus funciones.

Enzima Funcién

Catalasa (CAT) Presenta 2 funciones fundamentales: catalitica vy
peroxidativa, forma parte del sistema antioxidante
CAT/SOD que actua en presencia de altas concentraciones

de perdxido de hidrégeno.

Alta concentracion en higado y riidn, nula en tejido

nervioso.

Se localiza en mitocondrias, peroxisomas, citosol

(eritrocitos).

Glutation peroxidasa (GPx) Cataliza la reduccion de peréxido de hidrogeno a
lipoperdxido, usa como agente reductor el glutation

reducido.

Se localiza en citosol (eritrocitos), lisosomas, neutrdfilos,

macrdéfagos y otras células del sistema inmune.

Superéxido dismutasa (SOD) Catalizar la dismutaciéon del Oz para formar perdxido de
hidrégeno el cual es menos reactivo y puede llegar a ser
degradado por otras enzimas como la catalasa o la glutatién

a peroxidasa.

Ejerce proteccion contra el anién superoxido. Se localiza en

citosol y en el espacio intermembranoso mitocondrial.

(Venereo-Gutiérrez, 2002; Corrales & Mufoz-Ariza, 2012).
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1.3. ACIDO KAINICO

El acido (2-carboxi-4-isopropenil-3-pirrolidinil)-acético monohidrato, (KA), es una
neurotoxina aislada originalmente del alga japonesa Digenea simplex o “Makuri”,
en un principio se utilizo6 como un agente antihelmintico, al poder remover

gusanos del tracto digestivo (Lothman & Collins, 1981)

Su férmula molecular es C10H15sNO4 y su masa molecular equivale a 213,23 g/mol
(Zheng et al., 2011). (Figura 3).

Estudios posteriores lo sefialaron como un agonista para receptores ionotropicos
de glutamato, lo que permite simular el efecto del glutamato en modelos
neurodegenerativos. Su administracion sistémica puede ser de manera

intravenosa, intraperitoneal, intranasal o local (Lothman & Collins, 1981).

&
HC=C
Hclt ——(le — CHy— COOH

\

Figura 3. Estructura del acido kainico.

Ir=z

También es un prooxidante y analogo del glutamato (principal neurotransmisor
excitador), donde se ha descrito que el AK es 30 veces mas neurotdxico que
este. Induce grave dafio en la region del hipocampo debido a que en esta regidn
hay una mayor densidad de receptores AMPA kainato, los cuales son los
receptores de AK (McGeer & McGeer, 1978; Darstein et al., 2003; Lee et al.,
2008; Zhang & Zhu, 2011).

La administracion de AK es uno de los modelos de excitotoxicidad mas utilizado
en animales adultos, el cual es también un modelo de epilepsia del |6bulo

temporal inducido por la inyeccion unilateral o sistémica. En dosis
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convulsionantes dana por excitotoxicidad a las neuronas piramidales del

hipocampo (Lorigados et al., 2013).

El dafio depende de la dosis, la especie y la cepa animal; pero el resultado es la
muerte de las neuronas en las regiones vulnerables, la proliferacidén de astrocitos

y el aumento de fibras gliales (Lorigados et al., 2013).

1.3.1. ACIDO KAINICO COMO GENERADOR DE EXCITOTOXICIDAD
NEURONAL

La excitotoxicidad neuronal es el mecanismo que promueve la muerte celular
mediante la sobreactivacidén de los receptores glutamatérgicos o cualquiera de
sus analogos, y ha sido reconocido como causa de dafio neural en diferentes
condiciones patoldgicas. EI mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la lesidn
consiste en la sobre activacion de receptores tipo NMDA / AMPA kainato que
aumentan el calcio intracelular, conduciendo a la apoptosis (muerte celular
programada) dentro del sistema nervioso, y parece estar relacionada con varios
eventos fisiopatoldgicos que estan mediados por la sobrecarga de Ca?* en las
neuronas Y las células gliales (Doble, 1999; Heath & Shaw, 2002; Lorigados et
al., 2013), ademas también dafia a las neuronas del hipocampo, particularmente
a las de la region CA1 y CA3, asi como en el hilus del giro dentado (Garcia-
Galloway, 2003; Lorigados et al., 2013).

La administraciéon de AK, se ha utilizado como modelo para los trastornos
neuroldgicos agudos, y se ha informado que promueve la formacion de radicales
libres asi como la oxidacion lipidica (Dal-Pizzol et al., 2000; Kim et al., 2000 ;
Patel et al., 2008).

En modelos animales se ha reportado cambios conductuales,
neurodegeneracion, necrosis 0 apoptosis neuronal y ha sido propuesto como
inductor del estado epiléptico limbico [actividad epiléptica sostenida o bien, con
una duracion mayor a 5 minutos] (Olney et al., 1974; Lowenstein et al., 1999;
Wang et al., 2005; Espitia et al., 2010; Pereno, 2010).
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488604001311#BIB12
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488604001311#BIB20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488604001311#BIB27

Los mecanismos involucrados en esta patogénesis parecen estar relacionados
con el estrés oxidativo. La disfuncion mitocondrial inducida por peroxidacion de
lipidos y la reduccion en los niveles de energia sugieren que las lesiones
neuronales son causadas por la generacion excesiva de especies reactivas (Sun
et al., 1992; Bruce & Baudry, 1995).

Por otra parte, el cerebro es altamente susceptible al estrés oxidativo debido a
su alto consumo de oxigeno, energia y glucosa, gran cantidad de acidos grasos

poliinsaturado y la relativamente baja capacidad antioxidante (Floyd, 1999).

En resumen, la administracion de AK ha demostrado que genera la entrada de
flujo masivo de Ca?+ a la célula y activas enzimas dependientes de este ion
incrementando la produccién de RNOS y por lo tanto también incrementa el
estrés oxidante, genera disfuncién mitocondrial, condensacion, fragmentacion
del nucleo y la apoptosis de las células, asi como la activacion de la microglia,

mediadora de la respuesta inflamatoria en el SNC (Wang et al., 2005)

1.3.2. MECANISMO DE GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS
INDUCIDO POR AK COMO PRO-OXIDANTE

Después de administrar AK, se ha observado que los receptores (AMPA kainato)
ejercen una accion presinaptica moduladora y una accion postsinaptica
inhibitoria; También sobre activan los receptores de glutamato. La activacion de
estos receptores lleva a la despolarizacion de la membrana neuronal, el flujo de
Na*y Ca?*+ del medio extracelular al medio intracelular, incrementan la tendencia
de la membrana de la neuronal hacia la despolarizacion. Cuando dicha
membrana se despolariza hasta su umbral, los canales de Na+ se modifican
(abren) para permitir el paso de iones de Na* y se desencadene el potencial de
accién, cuando hay sobreestimulacion. De manera que cuando una terminal
presinaptica del axéon se ve estimulada por este potencial de accién, causa la
entrada masiva de las concentraciones de Ca?*+ al medio intracelular. Esto
provoca excitotoxicidad, lo cual estimula la formacién de RNOS, y por lo tanto
estrés oxidante, el cual es responsable de la entre otras cosas de la oxidacion
lipidica (lipoperoxidacion) asi como dafio de proteinas, ADN, de igual manera

causa reduccion de energia (ATP) (Torres-Zambrano et al., 2011).
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El incremento de Ca?+ intracelular activa también a diferentes enzimas
dependientes de Ca?*+ como lo son las proteasas (responsables de romper la
membrana y el citoesqueleto de las proteinas), endonucleasas (fragmentacion
de ADN), kinasas y fosfolipasas (dafio a membrana), etc. La disfuncion
mitocondrial resulta en la activacion de caspasas y proteasas, responsables de
la muerte celular programada (apoptosis) y finalmente induce necrosis (Alfaro-
Rodriguez, 2004; Baéz-Mendoza, 2004; Zheng et al., 2011; Mohd et al., 2015).
Durante este proceso hay un consumo de oxigeno, glucosa y sustratos de
energia como ATP (Malagon, 2013).

El estrés oxidativo inducido por las crisis recurrentes contribuye al dafo y muerte
celular. Los radicales libres derivados del estrés oxidante son componentes de
la excitototoxicidad. En parte ello sustenta en que las crisis prolongadas inducen
dafo celular en las macromoléculas (Rodriguez-Violante et al., 2010; Lorigados
et al., 2013; Luna-Ortiz et al., 2014).

Es importante mencionar que la disfuncion mitocondrial debido a las RNOS ha
sido observada después de las crisis durante la epileptogénesis y se ha asociado
con la neurodegeneracion (Patel, 2002). Las mitocondrias también estan
involucradas en el proceso de muerte celular programada (apoptosis) y son
moduladoras del flujo de Ca*? que entra a la célula, ademas de ser los principales
productores de ROS en el medio intracelular (Rego & Oliveira, 2003; Rodriguez-
Violante et al., 2010; Luna-Ortiz et al., 2014).

La pérdida de la homeostasis del Ca?*se debe a la saturacion de los mecanismos
de regulacion como la bomba de Ca?*, el intercambiador (Na+/ Ca?*), y las
proteinas amortiguadoras de Ca?" Una vez saturados estos sistemas, la
mitocondria captura el exceso de Ca?* que se acumula en la matriz mitocondrial.
Ello induce la despolarizacion de la membrana y afecta la sintesis de ATP y la
activacion del poro de transicion mitocondrial, que contribuye una via por donde
el Ca?'retorna al citosol. Este aumento en las concentraciones de Ca?*
potencializa la formacion de radicales libres que inducen la oxidacion de lipidos
de la membrana, la sintesis de éxido nitrico (activacion de NOS), cuyo producto
reacciona con el superéxido y forma el peroxinitrito), asi como la activacién de

enzimas involucradas en el catabolismo de proteinas (activacion de proteasas e
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inhibicion de la sintesis de proteinas), fosfolipidos (activacién de fosfolipasas) y
acidos nucleicos (Haglid et al., 1994; Almeida et al., 1998; Nicholls & Ward, 2000;
Murchison & Griffith, 2000; Lorigados et al., 2013;, Luna-Ortiz et al., 2014).
El aumento sostenido de la concentracion de iones Ca?+ al medio intracelular
seqguira afectando a las mitocondrias, por lo que estas continuaran produciendo
especies reactivas y generando una afectacién a los diferentes 6rganos (Mohd
et al., 2015; Patel, 2002).

Ademas, la homeostasis del Ca?* intracelular y el agotamiento del mecanismo
de defensa antioxidante podrian conducir a la epileptogénesis y también se ha
propuesto que el dafio inducido al ADN mitocondrial por RNOS y el decremento
en la funcion de la cadena de transporte de electrones son los factores mas
importantes que conllevan a la muerte neuronal (Chuang et al., 2004; Liang &
Patel, 2006; Waldbaum & Patel, 2010; Rowley & Patel, 2013; Rowley et al.,
2015).
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1.4. LIPOPEROXIDACION (OXIDACION LIPIDICA), GENERALIDADES Y
MECANISMO

La lipoperoxidacion es la reaccion bioldgica de cadena de radicales libres mas
conocida, implica la oxidacion de acidos grasos insaturados u otros lipidos como
los fosfolipidos, cuyos productos son peréxidos de estos compuestos. Puesto
que los lipidos son responsables de mantener la integridad de las membranas
celulares, la peroxidacion extensa de los lipidos altera el ensamblaje, la
composicion, la estructura y la dinamica de las membranas lipidicas. Como
compuestos altamente reactivos, los perdxidos lipidicos son también capaces de
propagar una generacion adicional de especies reactivas, o degradarse en
compuestos reactivos capaces de inducir dafio en ADN vy proteinas
(Niedernhofer et al., 2003; Sakharov et al., 2005; Klaunig et al., 2009; Brewer,
2011).

Todo el organismo esta expuesto de diversas formas al estrés oxidante, sin
embargo el cerebro es un érgano muy susceptible, ya que se ha establecido que
representa el 2% del peso corporal en humanos y utiliza el 20% del O:2
consumido por el organismo, ademas de que contiene grandes cantidades de
lipidos y iones metdlicos de transicion como Fe?* y Cu*, aparte tiene menos
mecanismos antioxidantes que otros tejidos, lo cual lo hace mas propenso al
dafio mediado por RNOS, por ejemplo: O% , OH* , ONOO-, H202, etc. (Rego &
Oliveira, 2003; Torres-Zambrano, et al., 2011).

La oxidacion lipidica se divide en 3 etapas:

1. Iniciacion:
El radical de acido graso se produce en esta etapa. Los iniciadores en
células vivas son los radicales: hidroxilo (OH), peroxilo (LOO -), alcoxilo
(LO °) y alquilo (L ¢), asi como ozono, dioxido de azufre y dioxido de
nitrégeno. La separacién de hidrégeno conduce a la formacion de un

radical alquilo.

L:H+ O::0—- L+ H20

30

——
| —




2. Prolongacion:
Los radicales de acidos grasos volatiles reaccionan facilmente con
oxigeno molecular formando peroxidos. Estos peroxidos se caracterizan
por un bajo nivel de estabilidad y, por lo tanto, son capaces de reaccionar
con mas moléculas de acidos grasos creando mas radicales. Esto es un

proceso ciclico.
Le+02—-LOOLOO*+LH—>LOOH+L-

3. Terminacion:
Cuando la concentracion de radicales libres es suficientemente alta, la
probabilidad de colision entre dos radicales crece significativamente. La

colision de dos radicales termina el proceso.
LOO* -L=0+LOH+02L00+L*—L=0+LOH

Los dimeros de acidos grasos, hidroxiacidos y oxoacidos son productos de la
reaccion de terminacion. A menudo también existe una conexion entre los
productos de peroxidacion y las proteinas presentes en las membranas
celulares, creando conexiones proteina-lipido. Los productos de la peroxidacion
lipidica pueden estar sujetos a cambios adicionales, tales como la reaccion de
B-eliminacion, que produce, entre otras cosas, perdoxidos como:
malondialdehido (MDA), 8-hidro-2-deoxiguanosina, 4-hidroxinonenal. Debido a
su pequeno tamano, estos productos pueden difundirse facilmente a través de
membranas biolégicas y por lo tanto pueden danar al ADN. Los aldehidos
resultantes son citotdéxicos, mutagénicos y carcindégenos, y pueden causar
ruptura en las cadenas de ADN. Los efectos primarios de la peroxidacion lipidica
también incluyen la pérdida de actividad de las membranas celulares, los
cambios en su capacidad para inhibir la bomba de Ca?* o el debilitamiento de la
relacion entre el transporte de electrones en la cadena respiratoria y la
produccion de ATP (Niedernhofer et al., 2003; Sakharov et al., 2005; Klaunig et
al., 2009; Brewer, 2011).
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2. JUSTIFICACION

Considerando la implicacion del estrés oxidante en la lipoperoxidacion y diversas
enfermedades como: cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson, epilepsia), asi como el en el envejecimiento, etc. Los
antioxidantes pueden ser posibles candidatos para el tratamiento preventivo y

terapéutico de estos padecimientos.

La quercetina al presentar entre sus propiedades una alta capacidad
antioxidante, pudiese ser una alternativa para limitar el grado de dafo por
especies reactivas sobre 6rganos como higado, riones o en el SNC, por lo cual
la quercetina puede ser un potencial agente terapéutico que prevenga o reduzca

el dafo que ocasionan las enfermedades asociadas al estrés oxidante.

3. HIPOTESIS

Debido a que la quercetina posee propiedades antioxidantes, disminuira los
niveles de dafo por lipoperoxidacién sobre los tejidos (cerebro, higado y rifidn)
de los sujetos experimentales, al ser administrada previamente al prooxidante

acido kainico.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la quercetina sobre la lipoperoxidacién inducida por la
generacion de especies reactivas y excitotoxicidad después de la administracion
del acido kainico en los tejidos de cerebro (corteza, cerebelo, hemisferios y

médula), asi como en los de higado y rindn de ratas.
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5. OBJETIVOS PARTICULARES

1-

2-

3-

Cuantificar la cantidad de proteinas presentes en: cerebro, higado y riidn
después de haber administrado AK (10 mg/kg; via intraperitoneal) en

presencia y ausencia de quercetina (100mg/kg; via oral).

Determinar lipoperoxidacion en tejidos de cerebro, higado y riidn en

presencia y ausencia del acido kainico (10 mg/kg; via intraperitoneal).

Determinar el efecto antioxidante de quercetina (100mg/kg; via oral) sobre
la lipoperoxidacion inducida por acido kainico (10 mg/kg; via

intraperitoneal).

6. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental para el manejo y uso de los animales de laboratorio
siguid la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) y (NOM-087-ECOL-

1995) respectivamente en el proyecto.

6.1 MATERIALES

La quercetina se obtuvo de Heterotheca inuloides.
Reactivos:

Acido Kainico (C10H1sNO4) de Tocris Bioscience

Folin y fenol Ciocalteu, Triton X-100, amortiguador de fosfatos (5mM pH
7.4), sulfato de cobre (Il) [CuSO4] al 1%, albumina sérico bovina (ASB),
1,1,3,3-tetrametoxipropano (CrH1604), carbonato de sédio (Na2COs) al
2%, tartatro sodico-potasico (KNaCsH4Oe-4H20) al 2%, deferoxamina
mesilada (DMSQO) de Sigma Aldrich Co. Hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1
M de Merck.
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6.2 SUJETOS EXPERIMENTALES.

Se utilizaron ratas Wistar macho con pesos de 180-220g. Se mantuvieron
en el bioterio del Instituto Nacional de Pediatria en cajas de acrilico en
condiciones constantes de temperatura (21°+1C), humedad relativa (50-
60%), iluminacion (12:12-hrs luz/oscuridad) y aire filtrado (5mm de

particulas) con intercambio de 18 veces/h.

La dieta proporcionada fue alimento ad libitum comercial estandar (Harlan
2018S Teklad dieta global esterilizado (Harland Teklad, Madison, WI,
EUA) y agua filtrada ad libitum.

6.3 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

Se dividieron en 6 grupos/tratamientos experimentales (Cuadro 5) a las
ratas. Durante 6 dias, diario se administré una vez via oral con ayuda de
una sonda pediatrica (Tecmed), 100mg/kg de quercetina (Q) disuelto en
0.1 mL de amortiguador de fosfatos (AF) y amortiguador de fosfatos solo.
Posteriormente, al 6to dia se administré via intraperitoneal acido kainico
(AK) en una concentracion de 10 mg/kg y se observé su efecto sobre las
ratas al evaluar su conducta por 4 horas. Finalmente, se procedi6 a

sacrificar los animales.

Cuadro 5. Grupos, tratamientos experimentales y vias de administracion.

Tratamientos Sintratamiento Amortiguador de fosfatos  Quercetina Acido kainico Amortiguador de fosfatos + Querceting +
Acido Keinico Acido Kainico
(C) | AF) (Q) (AK) [ AF+AK ) [Q+AK)
Via de administracion X Via oral Viaoral  Viaintraperitoneal Via oral +via intraperitoneal Vi oral + via intraperitoneal
{ |
? |
3 | 0.4 mL 100 mgiKg 10 mg/Kg 0.4 mL + 10 mkg 100 mg/Kp + 10 mg/kg
Dias 4 [
5
6 Sindosis

Sacrificio (6to dia)
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Después de haber terminado las observaciones, se procedié a sacrificar y
diseccionar a los animales. Se diseccionaron los 6rganos: cerebro (tejidos de
corteza, cerebelo, médula, hemisferios), riidn y higado. Se pes6 1 gr de cada
tejido organo, posteriormente se homogéneo cada tejido y se centrifugaron a
30000 rpm, durante 30 min/ -4°C y se tomé el sobrenadante de cada muestra.

Finalmente, se mantuvieron en ultracongelacion a -70° C, hasta su uso.
6.4 DETERMINACION DE PROTEINAS

Para la determinacién de proteinas se utilizé el método de Lowry et al.,
1951.

6.5 DETERMINACION DE LA LIPOPEROXIDACION

Para la técnica de lipoperoxidacion se utilizd el método de determinacion
colorimétrica de las sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico
(TBARS). Consiste en la reaccion del acido tiobarbiturico con el
malondialdehido generado durante el proceso de lipoperoxidacion en los
tejidos (Janero, 1990).

Para realizar esta prueba, primero se procedio a realizar curvas estandar,
donde las absorbancias y resultados obtenidos se expresaron en mg/mL
deproteina/molMDA (Janero, 1990).

Para finalizar las pruebas experimentales, se dio lectura con ayuda de un

espectrofotometro (Epoch, Biotek instruments, Inc.) a 530 nm.
Cabe destacar que cada uno de los ensayos se realiz6 por triplicado.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media + la desviacion estandar de n=6, por
triplicado, tuvieron un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una
prueba de comparacién multiple Dunnett con ayuda del programa estadistico
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, Ca, EUA). Se considero una p<0.05 como

estadisticamente significativa.
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8. RESULTADOS
Determinacion de proteinas:

La cuantificacion de proteinas por el método de Lowry permitio observar que la
cantidad de proteinas variaron segun el érgano o el tejido, siendo mayor la
concentracion en el higado y rindn y menor concentracion en corteza, cerebelo,

médula, hemisferios.
Determinacién de lipoperoxidacion:

A continuacion, se presentan las graficas que ilustran la concentracion de MDA
en los diferentes tratamientos por cada tejido de cerebro (corteza, cerebelo.

Hemisferios y médula) y para los érganos de higado y rifidn.

36

——
| —



8.1. CEREBRO
8.1.1. CORTEZA

En la Figura 4, se observan las concentraciones de malondialdehido (MDA)
en el tejido de corteza. Los grupos de (C, AF y Q), obtuvieron
concentraciones equivalentes a: C (20.02 mg/mlprot/nmol MDA), AF (27.23
mg/mlprot/nmol MDA) y Q (22.70 mg/mlprot/nmol MDA), los cuales
representan valores promedio basales respectivamente. Por otro lado, el
grupo al que solo se le administro AK de manera intraperitoneal, fue el que
mas incremento reporto, equivalente al 100% de dafo ocasionado. Los
grupos de (C, AF y Q), obtuvieron concentraciones equivalentes a: C (20.02
mg/mlprot/nmol MDA), AF (27.23 mg/mlprot/nmol MDA) y Q (22.70
mg/mlprot/nmol MDA), lo cual representa valores basales respectivamente.
En el grupo que contiene AF+AK el incremento de MDA fue de 147.66
mg/mliprot/nmol MDA, que corresponde a un promedio de dafio del 73.39%.
Finalmente, en cuanto al grupo de Q+AK el incremento de MDA fue de
27.91mg/mlprot/nmolMDA, lo que corresponde a un promedio de dano de
13.87%, resultando asi en un decremento estadisticamente significativo de

86.42% con respecto al grupo de AK.
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Fig. 4 Concentracién de MDA sobre el tejido de corteza de cerebro de rata: C (sin tratamiento/control); AF
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL + &cido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + acido kainico,
10 mg/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n =6 por triplicado, *** p<0.0001 AK vs. todos los grupos; AF
+ AK ns.
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8.1.2. CEREBELO

El resultado obtenido de las concentraciones de MDA en el tejido de
cerebelo se representan en la Figura 5. Para los grupos (C, AF y Q), se
pueden observar valores promedio basal, en donde se obtuvo: C (19.67
mg/mlprot/nmolMDA), AF (38.98mg/mlprot/nmolMDA) y Q (28.45
mg/mlprot/nmolMDA). Sin embargo, para el grupo al que unicamente se
le administro AK tuvo el valor maximo de producido MDA a comparacion
de los demas grupos, equivalente a 228 mg/mlprot/nmolMDA, lo que
representa el 100% de dafio ocasionado por lipoperoxidacién. El grupo de
AF+AK presentd un incremento de MDA de 191.00 mg/mliprot/nmol MDA,
dicho valor corresponde a un de dafio del 83.77%, por lo que no presenta
diferencias estadisticamente significativas a comparacion del grupo al que
sélo se le administro AK. Con respecto al grupo Q+AK, el incremento de
MDA fue de 30.96mg/mlprot/nmol MDA, que corresponde a un promedio
de dano de 13.57%, dando asi una disminucién de 86.42% con respecto
al grupo que sélo contiene AK 'y presentando diferencias estadisticamente

significativas contra este mismo
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Fig. 5 Concentracion de MDA sobre el tejido de cerebelo de cerebro de rata: C (sin tratamiento/control); AF
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL + &cido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + acido kainico,
10 mg/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n =6 por triplicado, ** p<0.0004 AK vs. todos los grupos; AF
+ AK ns.
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8.1.3. HEMISFERIOS

En la Figura 6, se ilustran las concentraciones de (MDA) obtenidas para
el tejido de hemisferios. En ellas se observd que los valores promedio
basal fueron los obtenidos por los grupos: C (19.59 mg/mlprot/nmol MDA),
AF (36.11mg/mlprot/nmol MDA) y Q (33.28 mg/mlprot/nmol MDA), los
cuales representan un 0% de dafo por lipoperoxidacién. En cuanto al
grupo al que solo se le administro AK, ocurrid lo contario, se observo un
incremento maximo de MDA en comparativa a los demas grupos, este
incremento es equivalente al 100% de dafo por lipoperxidacion. En el
grupo que contiene AF+AK, el incremento de MDA que se obtuvo fue de
112.00 mg/mlprot/nmol MDA, no obtuvo diferencias significativas con el
grupo de AK. Por ultimo, el grupo de Q+AK reporto un incremento de MDA
de 32.23 mg/mlprot/nmolMDA, lo cual corresponde a un promedio de dafio
de 24.05% vy, por lo tanto un decremento del 75.94%, siendo

estadisticamente significativo con respecto al grupo de AK.
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Fig. 6 Concentracion de MDA sobre el tejido de hemisferios de cerebro de rata: C (sin tratamiento/control); AF
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL + &cido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + &cido kainico,
10 mg/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n =6 por triplicado, *** p<0.0001 AK vs. todos los grupos; AF
+ AK ns.
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8.1.4. MEDULA

La concentracion de MDA que se obtuvo para cada uno de los diferentes
grupos del tejido de médula se observa en la Figura 7. El resultado
obtenido para los grupos (C, AF y Q), a los que no se les administré AK
fue de: C (11.31 mg/mlprot/nmol MDA), AF (20.84 mg/mliprot/nmol MDA)
y Q (28.24mg/mlprot/nmol MDA), lo cuales representan valores promedio
basal. Para | grupo al que se le administro AK unicamente, se observo un
incremento considerable al comparar con las concentraciones de MDA de
los demas grupos, este incremento fue equivalente al 100% de dafio por
lipoeroxidacion. El AF+AK obtuvo un incremento de MDA de 101.66
mg/mlprot/nmol MDA, que corresponde a un promedio de 78.93% de dafio
por lipoperoxidacién, con esto reporta tiene diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo de AK. Finalmente, en el grupo Q+AK
se observé un incremento de MDA de 26.36 mg/mliprot/nmol MDA, que
corresponde a un promedio de dafio del 20.46%, por lo que la disminucién

del dafo por MDA equivale al 79.53% y es estadisticamente significativa.
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Fig. 7 Concentracion de MDA sobre el tejido de médula de cerebro de rata: C (sin tratamiento/control); AF (amortiguador de
fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK (amortiguador de fosfatos, pH 7.4
0.1 mL + acido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + acido kainico, 10 mg/kg). Los datos representan la media +
la D.E. de n =6 por triplicado, *** p<0.0001 AK vs. todos los grupos; AF + AK ns.
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8.2. HIGADO

En la Figura 8, se reportan las concentraciones de MDA para el tejido de higado
de rata. Primero se observan los grupos a los que no se les administro AK, los
cuales obtuvieron valores promedio basal de: control (C, AF y Q), poseen un
valor promedio basal de: C (76.09 mg/miprot/nmol MDA), AF (102.4
mg/mliprot/nmol MDA) y Q (142.7 mg/mlprot/nmol MDA), representando un 0%
de dafo inducido por lipoperoxidacion. Por otra parte, el grupo de AK obtuvo un
incremento significativo en la concentracion de MDA, el cual representa el 100%
de dafio por lipoperoxidacion. En cuanto al grupo de AF+AK, el incremento de
MDA que se observo fue de 276.66 mg/mlprot/nmolMDA, por lo que corresponde
a un promedio de 88.89% de dafio por lipoperoxidacion. Por ultimo, con respecto
al grupo de Q+AK el incremento de MDA que se obtuvo fue de 152.37
mg/mlprot/nmol MDA, el cual corresponde a un promedio de dafo por
lipoperoxidacion de 48.83%, dando asi una disminucion del MDA de 51.17% con
respecto al grupo que solo contiene AK, de igual manera que en los demas

tejidos, entre estos dos grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 8 Concentracion de MDA sobre el tejido de higado de rata: C (sin tratamiento/control); AF (amortiguador de
fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK (amortiguador de fosfatos,
pH 7.4 0.1 mL + acido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + acido kainico, 10 mg/kg). Los datos

representan la media * la D.E. de n =6 por triplicado, *** p<0.0001 AK vs. todos los grupos; AF + AK ns.
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8.3. RINON

Finalmente, en la Figura 9 se reportan los resultados de las concentraciones de
MDA del tejido de rindn de rata. Los grupos (C, AF y Q) se ilustran primero, en
ellos se observan las siguientes concentraciones de MDA ya que no se les
administré AK: C (74.43mg/mlprot/nmol MDA), AF (98.81mg/mlprot/nmol MDA)
y Q (93.93 mg/mlprot/nmol MDA), estos representan los valores promedio basal.
Sin embargo, el grupo al que solo se le administré6 AK obtuvo un incremento
maximo de MDA, lo que equivale al 100% de danos ocasionados por efecto de
la lipoperoxidacion. El grupo que contiene AF+AK, no presento diferencias
estadisticamente significativas con el grupo de AK ya que obtuvo un incremento
de MDA de 266.66 mg/mlprot/nmol, el cual corresponde a un promedio de
91.74% de daio. Finalmente, en el grupo de Q+AK se observa un incremento de
MDA fue de 115.8 mg/miprot/nmolMDA, por lo que corresponde a un promedio
de dano por lipoperoxidacién del 39.83%, lo que es igual a un decremento de
MDA del 60.16% con respecto al grupo que solo contiene AK, presentado estos

dos grupos diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 9 Concentracion de MDA sobre el tejido de rifién cerebro de rata: C (sin tratamiento/control); AF
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL); Q (quercetina, 100mg/kg); AK (acido kainico, 10 mg/kg); AF+AK
(amortiguador de fosfatos, pH 7.4 0.1 mL + &cido kainico, 10 mg/kg; Q +AK (quercetina, 100mg/kg + &cido kainico,
10 mg/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n =6 por triplicado, *** p<0.0001 AK vs. todos los grupos; AF
+ AK ns.
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9. DISCUSION

Estudios previos han demostrado que el AK es capaz de inducir estado de estrés
oxidante (involucrado en gran cantidad de enfermedades), es utilizado en
modelos de enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo, para generar crisis
convulsivas en animales y debido a que genera un aumento sostenido de las
concentraciones de iones de Ca%+ al medio intracelular, provoca excitotoxicidad
y con ello la formacién de radicales libres, que inducen la oxidacion de lipidos de
la membrana (lipoperoxidacién), la sintesis de oxido nitrico y la activacion de
enzimas involucradas en el catabolismo de proteinas (activacién de proteasas e
inhibicion de la sintesis de proteinas), fosfolipidos (activacién de fosfolipasas) y

acidos nucleicos. (Lorigados et al., 2013; Haglid et al., 1994).

Una manera para cuantificar los niveles de estrés oxidante in vitro, es mediante
la evaluacion de las concentraciones de malondialdehido, del cual ya se habia
mencionado que es un producto de la oxidacidon de los acidos grasos
poliinsaturados, por lo que nos indica el dafio por lipoperoxidacion inducida por
AK (Niedernhofer et al., 2003; Del Rio, 2005).

En los resultados de este trabajo se observo que los tratamientos de todos los
tejidos a los que soélo se les administro AK obtuvieron la mayor concentracion de
MDA, el cual al ser un marcador bioquimico de oxidacion lipidica nos sugiere
una mayor estimulacion para la formacion RNOS, esto debido a que el AK activa
los receptores de glutamato que incitan la entrada de un flujo abundante de Ca?+
al interior de la célula y eso favorece la formacion de diferentes RNOS como:
OH-, 0%, ONOO- (una via de dafio celular es la activacion de oxido nitrico
sintasa (NOS), cuyo producto reacciona con el su peroxido y forma el
peroxinitrito), y H202 (Bruce & Baudry,1995).

También existen evidencias que reportan que incrementa la concentracion de
NO2- y que ocurria una degeneracion de las neuronas pertenecientes a la regiéon
CA1 y CAS3 del hipocampo (Baluchnejadmojarad & Roghani, 2012; Khamse et
al., 2015).
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En los estudios realizados por Cock, (2007) & Mohd, et al., (2015), describen que
el AK sobre activa los receptores AMPA kainato lo cual produce que la
membrana neuronal se despolarice de manera continua llevando a una
excitotoxicidad, por el incremento Ca?+ intracelular, lo que provoca una
disfuncién mitocondrial que de igual manera va ligada a la formacién de ROS y
por lo tanto de estrés oxidativo esto dirige una condicion de oxidacion sobre los
lipidos en las membranas celulares y mitocondriales, asi como también puede
causar dafio a las proteinas, al DNA y finalmente neurodegeneracion (Zsurka &
Kunz, 2015). Lo cual también explicaria por que se observaron estos
incrementos de MDA en los grupos a los que solo se les administro el prooxidante

AK en los 4 diferentes tejidos de cerebro.

Existen otros trabajos que respaldan los resultados del presente estudio, al
observar también un incremento de MDA después de haber administrado AK,
por ejemplo, en el trabajo de Mohanan & Yamamoto, (2002) se observo el efecto
de la melatonina sobre la lipoperoxidacion causada por la administracion de AK,
se concluyé que tanto la exposicion in vivo como in vitro al AK en efecto
incremento la oxidacion de lipidos en el encéfalo, asi como el dafio al ADN

mitocondrial debido a la produccién de OH-e.

Otro ejemplo de este incremento de MDA, seria el estudio realizado por Gupta
et al., (2002), en el que proponen el efecto protector del trans-resveratrol sobre
el estrés oxidante inducido por AK; se observd que los niveles de MDA en el
encéfalo se incrementaron de manera significativa tras la administracion de AK

en comparacion al grupo control.

Las evidencias ilustran a la quercetina como un potente antioxidante, y que
puede prevenir el dafo contra una variedad de insultos oxidativos debido a que

estructuralmente es capaz de secuestrar RNOS, quelar (Wang et al., 2016).

Con los resultamos de este trabajo, se obtuvo que en el grupo al que se le
administré Q+AK se puede observar una disminucién considerable en cuanto a
la concentracion de MDA al comparar contra el grupo al que solo le fue
administrado AK, que recordemos equivale al 100% de lipoperoxidacién sobre
los todos los tejidos de cerebro (corteza, cerebelo, hemisferios y médula), asi
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como de higado y rindn. Esto nos sugiere que al recibir quercetina como
tratamiento previo al AK ocurri6 un decremento en la lipoperoxidacion
(concentraciones de MDA) y por lo tanto en la formaciéon de RNOS (estrés
oxidante). Esto nos demostraria que el papel antioxidante del metabolito
quercetina incluye desde disminuir RNOS y dafio por lipoperoxidacion tanto en
el cerebro como en higado y riidn. Existen diversos estudios que respaldan los
resultados observados en este estudio, asi como evidencias que lo convierten
en un potencial neuroprotector y en general protector en contra del estrés
oxidante y lipoperoxidacion generado a causa de la excitotoxicidad por la

administracion de AK.

En primer lugar un mecanismo propuesto es por las caracteristicas de la
estructura quimica de la quercetina, por ejemplo la presencia del grupo orto-
dihridoxilo en el anillo B (grupo catecol), responsable de brindar estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones (Pérez- Trueba
& Martinez- Sanchez, 2001; Martinez-Flores, et al. 2002).

También los grupos OH- (la presencia de grupos hidroxilo libres en el esqueleto
quimico de la quercetina juega un papel importante para su actividad
antioxidante), en conjugacién con el grupo 4-oxo en los anillos Ay C asi como el
grupo carbonilo presente en la posicion 4 y el doble enlace en los carbonos 2-3
del anillo C (Pérez- Trueba & Martinez- Sanchez, 2001; Martinez-Flores, et al.
2002).

Estas posiciones, participan en la accion antioxidante por lo que son capaces de
catalizar el transporte de electrones, atrapar radicales libres (retira
especialmente las formas de aniones superoxidos, radicales hidroxilo, peroxidos
lipidicos e hidroperoxidos) y quelar iones metdlicos transitorios (Fe?*, Cu?*,
Zn?*), por otro lado también se ha observado que es capaz de inhibir oxidasas
tales como la xantina oxidasa y la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Pérez- Trueba &
Martinez- Sanchez, 2001; Martinez-Flores, et al. 2002; Gutiérrez-Guerrero,
2008; Suganthy et al., 2016; Wang et al., 2016)

Otros trabajos reportan que se ha utilizado la quercetina como neuroprotector en
diversos modelos de excitotoxicidad y generacion de especies reactivas, por
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ejemplo, en el de Kanter et al., (2016), se valoré el efecto neuroprotector que
ejerce la quercetina en contra del dafio y neurotoxicidad que genera el estrés
oxidante inducido por cadmio (Cd) sobre el hipocampo, se observo que el grupo
de Cd incremento de manera significativa los niveles de MDA asi como las
enzimas SOD y CAT, sin embargo el grupo al que se le agrego Cd + Q disminuyo
de manera significativa los niveles de MDA en el tejido. Resultados similares
obtuvieron (Unsal C.et al., 2015), tras haber administrado por 30 dias Cd con un
pretratamiento de quercetina las concentraciones de MDA habian disminuido en
comparacion al grupo solo de Cd y las enzimas antioxidantes (SOD, GSP y CAT)
habian incrementado en el tejido de corteza frontal. Concluyendo que el
tratamiento con quercetina tiene un potente efecto en la neurodegeneracion tras

la exposicion a Cd y neuroprotector por la quercetina.

Otro estudio que respalda lo observado en el presente estudio, en cuando a la
capacidad de la quercetina de disminuir los niveles de MDA, es el de Gonzalez-
Esquivel et al., (2015) donde reporté la accion de la quercetina cuando se
administraron nanoparticulas de diéxido de titanio (molécula téxica), en él se
observo los efectos que ejerce quercetina sobre el estrés oxidante en higado y
rinidn cuando se administré quercetina 5 dias previos a la exposicion de dioxido
de titanio (TiO2) se cuantifico la concentracion de MDA, y las enzimas
antioxidantes GR y GPx. Sus resultados arrojaron que la quercetina incremento

las enzimas GR y GPx, disminuyo los niveles de MDA.

Por otro lado, en cuanto a los tejidos de higado y rifidn, cabe mencionar que son
de interés para este trabajo ya que son 6rganos importantes porque tienen un rol
tanto en el metabolismo como en la detoxificacion de sustancias que ingresan al
organismo. También es importante destacar que al administrar el AK via
intraperitoneal, este viaja por el torrente sanguineo y es distribuido a nivel
sistémico por lo que supone un dafo en érganos como los rifiones y el higado
ademas del SNC.

En este trabajo se demostré también con base en los resultados obtenidos, que
hay un efecto protector de la quercetina sobre los 6rganos higado y rifidn
después de haber administrado AK, esto porque al disminuir las concentraciones
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de MDA en los tejidos de estos dos 6rganos nos indica que los niveles de
lipoperoxidacién decrementaron y por lo tanto también la formacion de RNOS.
Lo que nos sugiere el efecto antioxidante de la quercetina actu6 sobre el estrés

oxidante y excitotoxicidad generado por el AK.

Estudios que apoyan estos resultados son como el realizado por (Uthra et al.,
2017), ellos observaron el efecto téxico sobre higado y rifidn de la acrilamida en
presencia quercetina, sus resultados arrojaron que la exposicion de 1/3 de la
LDso de acrilamida en ratas durante 10 dias indujo toxicidad, esto se evidencio
con un incremento sustancial de la lipoperoxidacién y un decremento en las
enzimas antioxidantes. Sin embargo, al administrar acrilamida con quercetina se
obtuvo que los niveles de lipoperoxidacion disminuyeron a causa de su actividad
atrapadora de radical hidroxilo y peroxilo asi como de interferir en la formacién

de lipoperoxidacién al reaccionar con los radicales libres involucrados en ella.

Por otro lado, el papel de la mitocondria es importante en la oxidacién lipidica,
ya que es el principal productor de RNOS dentro de la célula, en el cerebro es el
encargado de proveer ATP para la neurotransmisién, de la regulacién de la
concentracion de Ca?* pre y post sinapticamente (Rahman, 2015; Murphy,
2009).Se han reportado diversos efectos directos de quercetina sobre la
mitocondria, que pueden apoyar el presente trabajo, por ejemplo, Deviennne et
al.,, (2007) & Lagoa et al., (2011), describen que la quercetina fue capaz de
atrapar 0%y disminuir la produccion de H202 asi como disminuir los niveles de
lipoperoxidacion mediante la quelacion de Fe?*. En otros estudios, describen que
previene la oxidacion de GSH, asi como la generaciéon de hidroperoxidos vy
lipoperoxidacién en cerebros de raton (Franco et al., 2007; Waseen & Parvez,
2015; Oliveira et al., 2016).

Por las evidencias que existen de estudios anteriores y en conjunto con los
resultados obtenidos en este trabajo, en cuanto a la disminucion de MDA cuando
se administré Q previamente al AK, se propone que la quercetina tiene un efecto
regulatorio sobre los RNOS producidos especificamente en la mitocondria tras
ocurrir una alteracion (disfuncion mitocondrial) debida al flujo masivo de Ca?*

'ntracelular causado por la excitotoxicidad generada por la administracion de AK.
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Finalmente, otro mecanismo que se ha reportado previamente y por el cual se
puede proponer que la quercetina ejerce su efecto en el grupo de Q+AK, es uno
similar al de las benzodiacepinas (BDZs), farmacos moduladores e inhibitorios a
nivel del SNC. Las BDZs interactuan con los receptores GABA a (proteinas
transmembranales que forman un canal idnico permeable al ion Cly son ligando
de GABA). Cuando GABA (principal neurotransmisor inhibidor) se une al
receptor, el canal ibnico se abre y permite el flujo del ion Cl-, e inhibe el canal de
Ca?*y por lo tanto disminuye la excitotoxicidad y formacion de especies reactivas

de manera intracelular (Wasowski & Marder, 2012).

Estudios previos han caracterizado un modelo de las interacciones
ligando/receptor o bien, flavonoide (en este caso la quercetina) /receptor GABAA,
para correlacionar las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de estos
compuestos con su afinidad por los diferentes sitios del receptor (Marder et al.,
1998; Hanrahan et al., 2001; Kahnberg et al., 2002; Wasowski & Marder, 2012).
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10. CONCLUSION

La administracidon de la quercetina previamente a la del acido kainico disminuyo
las concentraciones de MDA vy por lo tanto de lipoperoxidacion en los érganos de
cerebro, higado y riidn de rata. Esta evidencia sugiere que gracias al efecto
antioxidante de la quercetina se ejercio tanto neuroproteccion como proteccion
en higado y rifidn en contra de los radicales libres. Lo cual nos permite proponer
a este metabolito como una alternativa a enfermedades asociadas al estrés
oxidante, asi como neurodegenerativas. Sin embargo, aun se necesitan diversos
estudios para determinar especificamente los mecanismos de accion de la

quercetina.

11. PERSPECTIVAS

La investigacion futura debe centrarse en la evaluacion de las enzimas
antioxidantes en el cerebro (SOD, CAT, GSH, GSP, etc.) en combinacién con la
administracién de quercetina y acido kainico, estudios histolégicos para observar
cambios morfologicos tanto en células del SNC como en las del higado y los

rinones, verificar la interaccion de la quercetina con los receptores GABAA.
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