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1. Abreviaturas.

AGE
CAT
DNPH
GABA
GPx
GST
H20,
MPO

Extracto de ajo envejecido.
Catalasa.
2,4-Dinitrofenilhidrazina
Acido-Y -amino-butirico.
Glutatidon peroxidasa.
Glutation-S-transferasa.
Peroxido de hidrégeno.

Mieloperoxidasa.

NADPH oxidasa Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa

NBT
NMDA
'NO
NO,~
NOS
Nrf2
O,”
‘OH
ONOO
RNS
ROS
ROO
SAC
SOD
QUIN

Nitroazul de tetrazolio
N-metil-D-aspartato.
Radical 6xido nitrico.
Radical dioxido de nitrogeno.
Oxido nitrico sintasa.
Factor nuclear eritroide 2-relacionado con el factor 2.
Anidén superéxido.
Radical hidroxilo.
Peroxinitrito
Especies reactivas de nitrogeno (por sus siglas en inglés).
Especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés).
Radical peroxilo
S-alilcisteina.
Superdéxido dismutasa.

Acido quinolinico.
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2. Resumen.

La neurodegeneracion es un proceso donde progresivamente se dafia y muere
el tejido neuronal por diversas causas como el estrés oxidante y la
excitotoxicidad. Por esa razdn, el uso de antioxidantes como la S-alilcisteina
(SAC), un aminoacido organosulfurado derivado del ajo, podria ser una
alternativa para evitar la neurodegeneracion ya que posee efectos benéficos en
diferentes modelos experimentales de neurodegeneracion, cuando se

administra de forma previa.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la SAC como agente
terapéutico tras un evento de excitotoxicidad inducida por acido quinolinico
(QUIN). Para ello, ratas fueron tratadas con SAC (100 mg/Kg) después de la
administracion de QUIN (120 nmol) durante seis dias. Se realiz6 una prueba
conductual basada en el numero de giros ipsilaterales, se evalué el dafo
histolégico y se cuantifico la actividad de algunas enzimas antioxidantes y un
marcador de estrés oxidativo. El tratamiento con SAC no tuvo efecto sobre la
actividad de las enzimas antioxidantes; sin embargo, redujo significativamente
el niumero de giros ipsilaterales, aumenté el porcentaje de células vivas y
disminuyo la cantidad de proteinas oxidadas inducidas por la administracion de
QUIN. En conclusién, el tratamiento con SAC indujo un efecto protector sobre

las alteraciones conductuales y el dafio cerebral inducido por el QUIN.
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3. Introduccioén.

3.1Estrés oxidante.
El O, y la glucosa son esenciales para la vida ya que permiten la generacion de
energia en forma de ATP que las células necesitan para poder realizar sus
funciones bioldgicas.

La ecuacion de la oxidacion completa de la glucosa es la siguiente:

6 02 + C6H1206 —>6 Hzo +6 C02 + ATP Reaccion 1

Realmente, a nivel molecular para que se lleve a cabo esta reaccion y se
obtenga energia, se llevan a cabo muchas otras reacciones que involucran el
transporte de electrones. Durante este movimiento, de forma natural se produce
en las células moléculas oxidantes también conocidas como especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxygen species) (Lee,
2016). La célula se ha adaptado a ellas y en algunas ocasiones las emplea para
desencadenar vias de sefalizacion, que participan en funciones fisiolégicas en
la célula (Ellah et al.,, 2009). Ademas, la célula cuenta con sistemas para
mantener el balance de estas especies generadas mediante el uso de
antioxidantes que pueden ser de tipo enzimatico y no enzimatico capaces de
prevenir o eliminar la oxidacion de un sustrato (como una proteina o un lipido)
(Siti et al., 2015).

Sin embargo, cuando se pierde el equilibrio entre la formacién de ROS y el nivel
de los antioxidantes, y este favorece a las especies oxidantes, se desencadena

un proceso conocido como estrés oxidante que genera dafio celular e incluso

la muerte celular (Rashid et al., 2013).
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3.2 Radicales libres.
Un radical libre se define como cualquier especie que puede existir
independientemente, y que contiene uno o mas electrones desapareados; lo
gue las hace moléculas inestables y reactivas (Bayir, 2005). Se sabe que son
capaces de extraer electrones de una multitud de biomoléculas y producir
nuevos radicales libres, los que a su vez pueden atacar a otras moléculas
(Brown et al., 2004), y generar mas radicales o bien dafar a las moléculas que
atacaron. En la célula los principales radicales libres derivan del O, pero no son

los Unicos.

3.3 Tipos de ROS.
Las ROS son moléculas derivadas del O, y por lo general se identifican como
moléculas que son radicales libres aunque también existen especies no
radicales. El O, tiene una alta reactividad y durante el proceso aerobio (reaccion
1) paso a paso es reducido en especies intermedias como en las siguientes

reacciones (Pisoschi y Pop, 2015):

O,+e"+H—> HO, (Radical hidroperoxil) Reaccion 2
HO,” = H*+ O, (Anion superoxido) Reaccion 3

O, +2H" +e" = H,0, (Peroxido de hidrogeno)  Reaccién4
H,O, +&~ —OH + OH™ (Radical y anién hidroxilo) Reaccion5
HO,”+H*+e” — H,0 (Agua) Reaccion 6

3.3.1 Radical anién superoxido (O,7).
La formaciéon de O, resulta de la adicion de un electrén al O, como se ve en el

proceso de las reacciones 2 y 3. Se genera en las mitocondrias cuando se lleva
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a cabo el transporte de electrones (Li et al., 2016). El O, que entra en esta via,
aproximadamente del 1-3% se convierte en este radical (Lee, 2016). Existen
otras fuentes de generacion de O, como la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) (Figura 1), la xantina oxidasa, las

ciclooxigenasas y el citocromo P450, entre otros.

NADPH+F#||\\ 20,
NADPH 4;:'

oxidasa
NADP* 20y

Figura 1. La NADPH oxidasa cataliza la reduccién del O, en O,
utilizando los electrones del NADPH. Esta enzima es una de las
principales generadoras de O;™".

El O, es menos reactivo que el mismo O, pero se considera el principal radical
de las ROS (Juranek et al., 2013) porque a partir de él se pueden generar otros

radicales secundarios mas reactivos (Ejemplo: Reacciones 4-6). También es

. yarl . +
una especie nucleofilica que reacciona con compuestos donadores de H como

la vitamina C y la vitamina E.

3.3.2 Peroxido de hidrogeno (H,0,).
El H,O, no es un radical libre y se genera a partir de diferentes oxidasas que
provocan la dismutacion del O, como: la superoxido dismutasa, la xantina
oxidasa (Figura 2), la urato oxidasa, la glucosa oxidasa y la D-aminooxidasa,

entre otras (Galea et al., 2012).
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XANTINA 0
\ XANTINA /e_ :

oxidasa
Acido Urico Oy

/ 2H*
.

H,0,

Figura 2. La xantina oxidasa cataliza la oxidacion de
xantina en &cido Urico y durante este proceso se libera
HZOZ.

El H,O, puede atravesar membranas y se considera un oxidante debil, pero
tiene la capacidad de inactivar enzimas, lipidos, grupos —SH y ceto-acidos

como el piruvato y el 2-oxoglutarato (Gutowski y Kowalczyk, 2013).

Ataca principalmente proteinas que tienen grupo hemo como la mioglobina, la
hemoglobina y el citocromo C (Kohen y Nyska, 2002). Una de las principales
funciones que desempeiia el H,O, es facilitar la fagocitosis y regular la
estimulacion de ciertas moléculas relacionadas con el proceso de inflamacion.
Cuando una célula fagocitica detecta un microorganismo 0 un agente extrafio,
forma una vacuola alrededor de él, donde la NADPH oxidasa produce O, que
dismuta en H,0,. Posteriormente, la mieloperoxidasa metaboliza el H,O, en
presencia de iones cloro (CI) formando una especie altamente oxidante
llamada &cido hipocloroso (HCIO) que puede inducir la oxidacion de
biomoléculas como lipidos y otros componentes de las membranas,
proteoglicanos, aminoacidos, etc. (Figura 3) (Kalyanaraman, 2013; Kohen y
Nyska, 2002).
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Figura 3. Representacidn esquematica de un microorganismo en una vacuola
fagocitica. La NADPH oxidasa es selectivamente activada en la pared de la vacuola,
generando O, "y H,O, en el lumen de la vacuola. Enzimas como la mieloperoxidasa
(MPO) son liberadas en la vacuola por los granulos citoplasmaticos (Kalyanaraman,
2013).

3.3.3 Radical hidroxilo ("TOH).
Se considera el radical mas reactivo de las ROS ya que reacciona muy rapido
con practicamente cualquier molécula que encuentra a su paso como:
azlcares, aminoacidos, fosfolipidos, acido desoxirribonucleico (ADN), acidos
organicos y moléculas inorganicas (Galea et al., 2012). Esta especie se genera
por multiples sistemas mediante las reacciones de Fenton (Reaccion 7) y

Haber-Weiss (Reaccion 8):
Fe®" + H,0, — Fe®" + OH" + OH" Reaccién 7. Fenton
H,O, + O, ©, +OH" + OH" Reaccion 8. Haber-Weiss

3.4 Especies reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés).
Las RNS son otro tipo de agentes oxidantes pero derivados del nitrogeno, estas
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especies también existen en forma de radicales y no radicales y se forman
principalmente por el grupo de enzimas o6xido nitrico sintasa (NOS, por sus

siglas en inglés) que catalizan la siguiente reaccion (Cobb y Cole, 2015):

NADPH NADP+

./

7

L-Arginina + O, NOS L -Citrulina + "NO Reaccion 9

Existen 3 isoformas de NOS localizadas en diferentes tipos celulares
produciendo el radical 6xido nitrico ("NO): la nNOS (neuronal) se encuentra en
neuronas y el "NO producido actia como neurotransmisor; la iINOS (inducible)
se encuentra en los macrofagos y en las células del musculo liso produciendo
‘'NO como mecanismo de defensa contra microorganismos, lipopolisacaridos,
citocinas y glucocorticoides; y la eNOS (endotelial) se encuentra en las células
endoteliales de cerebro y corazon produciendo "NO como vasodilatador y para
mantener el equilibrio en la presion sanguinea (Kalyanaraman, 2013).

El 'NO también actua como segundo mensajero de la enzima guanilato ciclasa
gue es la encargada de convertir GTP en guanosin monofosfato ciclico (GMPc)
provocando la relajacion del musculo liso (Gutowski y Kowalczyk, 2013).

Este radical puede reaccionar con diversas moléculas y formar nuevas RNS
como el radical diéxido de nitrdgeno (NO, "), el radical tri6xido de nitrdgeno

(NO3"), el trioxido de dinitrégeno (N,Os), entre otros. Uno de los principales
radicales que se produce a partir de ‘NO es el peroxinitrito (ONOQO’) como se
observa en la Reaccion 10:

‘NO + O, — ONOQO' (Peroxinitrito) Reaccion 10
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El ONOQO™ que se encuentra en equilibrio con su forma protonada (ONOOH), es
considerado como una especie altamente reactiva, ya que tiene una accion
similar a la del "OH. Depleta grupos sulfhidrilo, rompe cadenas de ADN, oxida
proteinas, acidos grasos insaturados, etc. (Cobb y Cole, 2015). Se puede

descomponer en otros radicales como:

OONOH —'NO, + OH Reaccién 11

Que a su vez genera nuevas especies oxidantes como el ion

nitrosoperoxicarbonato (ONOOCOQO") que se forma al reaccionar el 'NO, con

dioxido de carbono (CO,) o el ion carbonato (COs 2') (Kohen y Nyska, 2002).

3.5 Otras especies oxidantes.
En las secciones anteriores (Seccion 3.3 y 3.4) se mencionaron los radicales
mas comunes, aunque cabe mencionar que no son las Unicas especies
oxidantes. En la Tabla 1 se describen otras especies oxidantes que inducen y
promueven reacciones en cadena que conducen a la co-oxidacion vy

peroxidacion de biomoléculas (Dorado et al., 2003).
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Tabla 1. Especies oxidantes descritas en la literatura de las que se conoce

alguna funcion celular o el tipo de dafio que puede generar.

RADICALES

HO,’

Es la forma protonada del O,

Alcoxi (RO’) y Peroxi (ROOY)

Tienen la capacidad de aceptar electrones, de
ese modo sufren reacciones de reduccién entre
ellos mismos y tienden a re-arreglarse en otros

radicales.

NO RADICALES

Oxigeno singulete (‘0,)

Reacciona con diversas biomoléculas. Ejemplo:

riboflavina, bilirrubina o retinol. Se puede

generar por reacciones de fotosensibilidad.

Acido hipocloroso (HCIO) Facilita la fagocitosis de macréfagos vy
neutrofilos

Trioxiodo de dinitrogeno | Potente agente nitrosante que puede alterar la

(N,O3) funcion de proteinas.

Ozono (0O,) Fuerte oxidante de proteinas principalmente en

el pulmon.

METALES DE TRANSICION

Fe*s 3

Tiene un papel importante en el transporte del
O, (en la hemoglobina) y es capaz de producir
el radical hidroxilo. Es el metal mas abundante

en el cuerpo humano.

cu*t*

También es capaz de producir el radical

hidroxilo.
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3.6 ¢ Quién produce estas especies oxidantes? (Fuentes de ROS y RNS).
Las fuentes productoras de ROS y RNS se pueden clasificar en 2 tipos: fuentes

enzimaticas y no enzimaticas (Bhat et al., 2015).

a) Fuentes enziméticas.
Se les conoce como fuentes enddgenas ya que algunas enzimas cuando
catalizan una reaccion, sus productos pueden ser una especie oxidante como
en la Figura 1 que participa la enzima NADPH oxidasa, la cual esta
considerada como una de las principales fuentes generadoras de ROS; la
Figura 2 donde participan las xantinas oxidasas; en la Figura 3 la participacion
de la MPO en células fagociticas; en la Reaccion 9 donde participa la NOS;
entre otras fuentes como: las ciclo-oxigenasas, el citocromo P450, algunas
enzimas que participan en el metabolismo de la 3-oxidacion, el metabolismo en

la mitocondria, etc. (Harrison, 2014).

b) Fuentes no enzimaticas

Se les conoce como fuentes exdgenas ya que promueven la formacion de
especies oxidantes a partir de un agente fisico externo. Ejemplo: xenobiéticos,
contaminacion, farmacos, alimentos, ultrasonido, radiacion gammay UV.

La exposicion a las fuentes enddgenas es extremadamente alta ya que dia a
dia estamos en contacto con todas esas fuentes y en algunas ocasiones no
podemos evitar la interaccion con ellas como los alimentos, que contienen
peroxidos, aldehidos, acidos grasos oxidados y metales de transicion. La
exposicidén a radiacion ionizante como la radiacion gamma genera una serie de
radicales debido a la ionizacion del agua intracelular. Contaminantes como el
humo de autos, el humo de cigarros o los contaminantes industriales son los

gue generan mayores tipos de RNS, aquellos farmacos que contribuyen a la
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produccion de ROS principalmente son los analgésicos y los narcéticos.
Finalmente, dentro de los xenobidticos se encuentran las toxinas, los pesticidas
y los herbicidas (Juranek et al., 2013; Veskoukis et al., 2012).

3.7 ¢Por qué los ROS/RNS nos dafan?
En concentraciones bajas o moderadas (equilibrio homeostatico redox) se ha
demostrado que las ROS/RNS funcionan como reguladores y activadores de
vias de sefalizacion, participan en la activacion de genes, en el crecimiento
celular, modulan diferentes reacciones quimicas, entre otras funciones
(Dunning et al., 2013; Lee, 2016). Cuando ocurre un desequilibrio es cuando
pueden ser toxicas, causando dafio a las principales biomoléculas de la

siguiente manera.

3.7.1 Dafio a proteinas.

Todas las ROS y RNS pueden generar dafio a las proteinas sobre todo a
aquellas que contienen residuos de aminoacidos de cisteina y metionina, ya
gue son susceptibles a la oxidacion por el grupo SH que tienen (también
conocido como grupo sulfhidrilo o grupo tiol) (Bhat et al., 2015). Los
aminoacidos con anillos aromaticos como la tirosina, también son susceptibles
a la oxidacion por diferentes especies, por ejemplo el "OH inicia la oxidacién de
tirosinas resultando en di-tirosina. Por otro lado, el 'NO, forma 3-nitrotirosina
gue al reaccionar con HCIO forma 3-clorotirosina (Pisoschi y Pop, 2015) un

indicador de estrés oxidativo.

Los tipos de dafio pueden ser directos e indirectos. Por ejemplo, el dafo
especifico a un residuo de aminoacido de forma reversible o irreversible, como
la oxidacién a los grupos SH en algunos casos es reversible debido a la

actividad de las disulfuro reductasas, pero en otros casos las ROS/RNS pueden
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generar cambios en su estructura terciaria, fragmentar a las proteinas e

incrementar su degradacion proteolitica (Andersen, 2004).

La consecuencia del estrés por todos estos cambios es una pérdida de la
actividad catalitica que altera las funciones celulares como la produccion de
energia, interfiere con el potencial de membrana y realiza cambios en el tipo y

nivel de proteinas celulares (Ellah et al., 2009).

Los productos de la oxidacion a proteinas por lo general son aldehidos, ceto-
acidos y carbonilos. Por ejemplo, la formacion de S-carboximetilcisteina y S-(2-
succinil)cisteina implica la formacién de fumarato y grupos di-carbonilos, unidos
covalentemente al grupo SH, es decir de forma irreversible. La oxidacion de
lisina, prolina, arginina y treonina también da lugar a la formacion de derivados
carboxilicos (Galea et al., 2012; Lee, 2016). La forma mas facil de identificar el
dafo a las proteinas es el uso del marcador 3-nitrotirosina. Otro ejemplo de
modificacion reversible es el caso de la carbonilacion de las proteinas

provocado por el ‘OH (Dorado et al., 2003).

3.7.2 Dafio al ADN.

Aunqgue el ADN es una molécula estable y bien protegida, las ROS pueden
interactuar con él, causando una serie de dafios como: entrecruzamiento entre
ADN-proteina, rompimiento de la doble hélice, impacto negativo en la
transcripcion o replicacion, alteraciones en las bases puricas (sitios apurinicos)
y pirimidicas del ADN provocando mutaciones, dafio en el azicar desoxirribosa,
dafo en el sistema de reparacion, etc. (Kohen y Nyska, 2002). Este tipo de
dafos es atribuido principalmente al "OH. La interaccion directa entre otros
ROS mas débiles como el O, y el H,O, no generan ningun tipo de dafio, sin

embargo son generadores de la especie 'OH y el ONOO™ que es otra especie
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gue también dafa facilmente al ADN.

La reaccién del "OH con anillos aromaticos casi siempre es por adicion, puede
atacar bases como la adenina llevando a la formacion de 8(4 o 5)-
hidroxiadenina o también puede ocurrir el dafio si se une a la base timina que
reacciona con O, y este a su vez forma otro radical llamado peroxil-timina
(Colin-Gonzélez et al., 2015a; Gan y Johnson, 2014).

El marcador mas usado para identificar el dafio al ADN es la 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) que surge cuando el OH" se afiade a la base

guanina por adicién (Bayir, 2005).

3.7.3 Dafio a lipidos

Todas las membranas celulares son vulnerables a la oxidacion debido a sus
altas concentraciones de acidos grasos poli-insaturados. El dafio a los lipidos
generalmente ocurre por un proceso llamado peroxidacion de lipidos, que se
lleva a cabo en tres etapas (Dorado et al., 2003; Kohen y Nyska et al., 2002):

iniciacion, propagacion y terminacion (Figura 4).
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Figura 4. Peroxidacion de lipidos. 1) Iniciacién: Un hidrégeno es removido de un lipido (LH)
por un radical libre generando un radical de acido graso (L) y una transicion (re-arreglo); 2)
Propagacion: Es caracteristico por la oxidacion de un L’ al reaccionar con oxigeno (O,) para
generar el radical lipidico peroxilo (LOO"), o bien el radical LOO" ataca nuevamente a otro
lipido, entrando a un ciclo y generando nuevos L™ y LOO" y 3) Terminacion: El radical L™ y
LOQO" reacciona con nuevos L™ y LOO™ o un antioxidante como la Vitamina E (Vit E) o el
butilhidroxitolueno (BHT) donando un atomo de hidrogeno a la especie LOO" o L’

neutralizandolos.

La oxidacion de los lipidos resulta en la formacién de aldehidos como el
malondialdehido (MDA) o el 4-hidroxinonenal (4-HNE), la acroleina o los F2-
iIsoprostanos que después atacan proteinas e interfieren en sus funciones
(Arimon et al., 2015; Padmanabhan y Prince, 2006). Estos productos de la
peroxidacion se utilizan como marcadores de dafio. Los lipidos se consideran
las biomoléculas mas susceptibles al proceso de oxidacion (Garcia et al., 2008).
Un resumen de todas las ROS y RNS se presenta en la Figura 5, la cual
muestra las interacciones entre las ROS/RNS y los productos lipidicos
mencionados anteriormente. Adicionalmente, representa las diferentes fuentes

de estas especies.
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Figura 5. Conjunto de ROS y RNS. Todas estas especies surgen a partir de una molécula en
comun, el O, y dependiendo de la enzima que lo metabolice, se generaran diferentes
especies reactivas que a su vez reaccionan con otras moléculas y generan mas ROS y RNS
(Kalyanaraman, 2013).

3.8 ¢(Como equilibramos naturalmente la generacion de las ROS/RNS?
Un antioxidante es una molécula que inhibe la formacion de un pro-oxidante
(aquel que causa o promueve la oxidacion) o bien inhibe la oxidacion. Se

clasifican en endégenos y exégenos (Cobb y Cole, 2015).

3.8.1 Antioxidantes enddgenos.
3.8.1.1 Via Keap1/Nrf2/ARE (Expresion de genes).

Los tres componentes celulares implicados en este mecanismo de sefalizacion
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a nivel transcripcional son: Kelch como la proteina asociada a ECH 1 (Keapl),
el factor nuclear eritroide 2-relacionado con el factor 2 (Nrf2) y los elementos de

respuesta antioxidante (ARE).

Esta via de sefializacion Keapl/Nrf2/ARE es la responsable de "encender " la
respuesta adaptativa contra el estrés oxidante cuando hay un exceso de
ROS/RNS (Denzer et al., 2016).

Esta via induce la transcripcion de una serie de genes citoprotectores y
antioxidantes que incluyen proteinas como: las superoxido dismutasas (SOD),
la glutation peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT), la gamma-glutamilcisteina
sintetasa (y-GCS), la glutation-S-transferasa (GST), la hemo oxigenasa (HO), la

NADPH quinona oxido reductasa-1 (NQO1), entre otras.

3.8.1.2 Enzimas antioxidantes.
SOD
Existen tres isoformas de esta enzima como: la SOD-EC (liquido extracelular),
la Cu-Zn SOD (citosdlica) y la MnSOD (mitocondrial) (Galea et al., 2012). Estas
isoformas difieren en estructura, lugar donde se encuentran y en los cofactores

gue requieren pero todas catalizan la siguiente reaccion:

O, "+ 0,” +2H" — H,0,+ O, Reaccion 12

Asi, cuando disminuye la concentracion de O, evita indirectamente la
formacion de otras especies oxidantes. Ejemplo: Evita la formacion de ONOO™
gue proviene de la reaccion entre el O, y el 'NO (ver reaccion 10), también
evita que el O, libere iones de Fe de algunas enzimas (centro Fe-S) con las

gue reacciona y provoque dafio a la mitocondria o al ADN. Sin embargo, no
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prevé la formacién de H,O, (Andersen, 2004).

La concentracion de H,O, puede disminuir por la actividad de otras enzimas

como la catalasa o bien la familia de peroxidasas como la GPx.

CAT
Esta enzima es una 6xido-reductasa que cataliza la descomposicion de H,0,
cuando esta especie se encuentra en altas concentraciones. Es una enzima

con 4 subunidades proteicas y cada una contiene un grupo hemo (contiene Fe).

Una primera molécula de H,O, reacciona con el grupo hemo para producir Fe3+
, una segunda molécula de H,0O, sirve como donador de electrones que da
como resultado final la destruccion de dos moléculas de H,0, y la formacion de
agua y O, (Denzer et al., 2016; Veskoukis et al., 2012), como se ve en la

siguiente reaccion:

2H,0, — H,O0+0, Reaccion 13
GPx
En contraste con la catalasa, las peroxidasas poseen una mayor afinidad por el
H,O, cuando se encuentra en concentraciones bajas (Dunning et al., 2013), sin
embargo el donador de electrones en este caso es una molécula pequefia

llamada glutation (GSH).

2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0 Reaccién 14
Otra cosa que distingue a las peroxidasas de la catalasa es que no producen O,
y en otras ocasiones la GPx ayuda a disminuir la concentracion de especies
LOO".

La accién de las enzimas anteriormente mencionadas (SOD, CAT, GPx) se
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representan el la Figura 6. Todas estas enzimas ayudan de manera indirecta a

gue no se forme el "OH.

02'-

SOD

GSH H,0, —ATS 1. 0, + H,0
GR GPx
GSSG H,O

Figura 6. Relacion entre las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), y glutation peroxidasa (GPx).

Otras enzimas importantes son aquellas que almacenan Fe como la ferritina o
Cu como la ceruloplasmina. Ademas, también son importante aquellas que
ayudan a eliminar la concentracion de aldehidos formados como la glutatién-S-

transferasa (Hsu et al., 2004).

GST

Forma parte de la familia de enzimas glutation transferasas que catalizan la
reaccion de compuestos electrofilicos (algunos con esta caracteristica son
especies oxidantes) con ayuda del glutation reducido (Denzer et al., 2016;
Hatono et al., 1996).

3.8.1.3 Moléculas no enziméticas de bajo peso molecular.
Dentro de esta categoria entran las siguientes moléculas: el glutation reducido,

el acido Urico, la coenzima Q, la bilirrubina, la melatonina, el acido alfa lipdico,
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entre otros (Figura 7). Por ejemplo: el &cido Urico es eficiente en disminuir la
concentracion de O,", ROO" y "OH; ademas de proteger la membrana de los

eritrocitos contra la peroxidacion de lipidos (Kohen y Nyska, 2002).

Figura 7. Imagen de antioxidantes enddgenos y exdgenos (Pisoschi & Pop, 2015).

3.8.2 Antioxidantes exdgenos.
Estos antioxidantes se obtienen de la ingesta de la dieta diaria. Provienen
principalmente de frutas y verduras y son moléculas de bajo peso molecular.
Se pueden dividir en liposolubles e hidrosolubles; esta caracteristica permitira

gue combatan diferentes especies reactivas (Veskoukis et al., 2012).

Algunos de ellos son: la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides (B-
caroteno), la vitamina A, el butilhidroxitolueno (BHT) y algunos compuestos
fendlicos como: flavonoides, flavonas, flavonoles, derivados del acido hidroxi-

cinamico, antocianinas, etc. (Forman et al., 2014) (Figura 7).

Los carotenoides juegan un gran papel contra el O, que se induce por la

radiacion de la luz UV en la piel.
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La vitamina E (a-tocoferol) o el BHT son moléculas liposolubles por eso pueden
terminar con la formacion de radicales peroxilo en el proceso de peroxidacion
de lipidos y acabar con el ciclo (Figura 4, 8). En contraste con estos
antioxidantes, la vitamina C (Ascorbato, ASC) es soluble en agua y reacciona
rapidamente con una variedad de especies oxidantes incluyendo el O, y "OH
formando el radical ascorbato que reacciona con otro ascorbato para formar

dehidroascorbato y ascorbato (Figura 8).

Figura 8. El paso entre los antioxidantes solubles
en agua y liposolubles (Kalyanaraman, 2013).

Otras fuentes de antioxidantes exdgenos pueden ser los suplementos
alimenticios que proveen nutrientes como: vitaminas, minerales, fibra, acidos
grasos 0 aminoacidos que no son tan comunes en las dietas diarias de las

personas.

También cabe mencionar que a altas concentraciones los antioxidantes pueden
volverse pro-oxidantes. Es por eso que se le llama homeostasis redox, ya que

debe existir un balance entre ambas partes. De haber un incremento en los
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niveles de los antioxidantes, estos provocaran el “estrés antioxidante”

generando estrés y dafo celular (Kohen y Nyska, 2002).

3.9 Estrés oxidante y patologia.

Existe evidencia cientifica de que el estrés oxidante se presenta de manera
severa en diversas enfermedades. Mas de 200 enfermedades se han descrito
en la literatura en la que las ROS juegan un papel importante en la

fisiopatologia de la enfermedad (Lee, 2016).

Las ROS son importantes mediadoras e iniciadoras en padecimientos como el
cancer, la disfuncion endotelial, la diabetes mellitus, la obesidad, las
enfermedades cardiovasculares, la inflamacion, la isquemia/reperfusion, la
apnea del suefio, la hipertension, la atereoesclerosis, las enfermedades

oculares, las enfermedades neurodegenerativas, el envejecimiento, entre

muchas otras mas (Arimon et al., 2015).

3.10 Neurodegeneracion.
Se define como la pérdida progresiva de funcion del tejido nervioso que
desencadenan una serie de trastornos segun el area afectada hasta provocar la

muerte celular (Denzer et al., 2016).

Las principales afecciones en este tipo de enfermedades son las alteraciones
en la actividad motora como sucede en la Enfermedad de Parkinson (PD), la
Enfermedad de Huntington (HD) y la Esclerosis lateral amiotréfica (ALS). En
algunos otros casos existe la pérdida de la memoria como en la Enfermedad de
Alzheimer (AD).

Los trastornos neurodegenerativos habitualmente empeoran con el tiempo y no
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hay un tratamiento eficaz, solo existen tratamientos paliativos para disminuir los
efectos progresivos de la enfermedad y alargar el tiempo de vida del paciente.
Las causas pueden ser genéticas, por un tumor, un derrame cerebral, una
lesion, una droga, un microorganismo, falta de oxigeno, un trastorno
metabdlico, entre otros (Andersen, 2004; Bossy-Wetzel et al., 2004; Galea et
al., 2012).

3.10.1 Estrés oxidativo en neurodegeneraciéon: Causa o Consecuencia.

En ciertas enfermedades neurodegenerativas se han encontrado proteinas
caracteristicas de cada enfermedad que funcionan con irregularidad y/o se
acumulan en los tejidos progresivamente provocando la muerte celular (Cobb y
Cole, 2015; De la Cruz et al.,, 2013). En muestras de tejido posmortem en
pacientes con AD, PD y ALS las principales regiones afectadas del cerebro han
sido: la corteza, el hipocampo, la sustancia nigra, la neocorteza y el estriado;

donde se han encontrado altos indices de ROS y RNS (Galea et al., 2012).

Sin embargo, esta evidencia no indica que las ROS y RNS sean la causa o el
evento primario que provoco el mal funcionamiento de las proteinas y que esto
a su vez provoca la muerte. Algunos autores afirman (Andersen, 2004) que el
evento primario fue el mal funcionamiento de las proteinas y el estrés generado
es un evento secundario. Saber cuél es el evento primario podria dar pauta a la
elucidacion de nuevos blancos moleculares para la basqueda de un tratamiento

eficaz contra estas enfermedades.

Una de las principales consecuencias del aumento de estrés en las células es

gue provoca alteraciones en sus mitocondrias, las que a su vez generan mas

estrés, un aumento de Ca2+y excitotoxicidad (Ashafaq et al., 2012).
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3.10.2 Excitotoxicidad.
Es un proceso patolégico neuronal que ocurre como consecuencia de la sobre-
activacion de receptores de aminoacidos excitadores como el glutamato y sus

analogos como la glicina.

Los receptores glutamatérgicos se dividen en dos (Gagliardi, 2000):

a) Metabotropicos acoplados a proteina G

b) lonotrépicos de tipo: acido kainico, alfa-amino-3-hidroxi-5-metil4-
isoxazolepropionato (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA).

La deficiencia de ATP produce disfuncion de las bombas iénicas con lo que se
altera el potencial de membrana en reposo y finalmente conduce a la
despolarizacion de la membrana favoreciendo la activacion de los receptores
NMDA.

El glutamato es necesario para la funcion cerebral normal (involucrado en el
almacenamiento de la memoria), la liberacién excesiva de glutamato puede
causar la muerte en las neuronas post-sinapticas. Esto se debe a que la

estimulacién excesiva de receptores de NMDA causa un aumento de la

o 2+ o, :
concentracion intracelular de Ca en las neuronas post-sinapticas, seguido de

un estado de estrés oxidante (Fuentes-Bello et al., 2013).

3.10.3 Consecuencias de un aumento de Ca*".
El aumento de Ca* intracelular desencadena la siguiente serie de mecanismos
toxicos (Rueda et al., 2016):
a) Alteracion de la fosforilacion oxidativa, disminuyendo la produccion de
energia en la mitocondria.

b) Activacion de fosofolipasas que actian sobre los fosfolipidos y
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contribuyen a la destruccion de las membranas neuronales.

c) El exceso de acido araquidénico permite la biosintesis de productos
como prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos que tienen
propiedades vasoconstrictoras.

d) Activacion de proteasas que juegan un papel importante en la produccion
de radicales libres.

e) Activacion de la enzima NOS que aumenta las concentraciones de 'NO.
El cual también permite la liberacion de glutamato, y finalmente

f) La muerte neuronal por necrosis 0 apoptosis.

En cada enfermedad neurodegenerativa se expresaran mas algunos
mecanismos que otros desencadenando asi una serie de reacciones diferentes
debido a las zonas donde se ha llevado el dafio, el tipo de receptores que

exprese cada célula, entre otras causas.

3.10.4 Viade lakinurenina.
Es la via catabolica del triptofano (aminoacido necesario para la produccion del
neurotransmisor serotonina) y mas del 95% es metabolizado a través de esta

via en el sistema nervioso central de los mamiferos. Tiene como producto final

la sintesis de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+), y se ha informado que
esta presente principalmente en el higado y en el tejido nervioso (Figura 9)
(Maddison y Giorgini, 2015). La importancia de la via de la kinurenina es que
forma dos de los metabolitos mas neuroactivos: el acido kinurenico, antagonista
enddgeno de los receptores NMDA vy el acido quinolinico (QUIN), agonista de

los receptores NMDA.
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Figura 9. Via de la kinurenina. Produccion enddgena de acido quinolinico
(QUIN) a partir del aminoacido triptéfano (Maddison y Giorgini, 2015).
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3.11 Acido quinolinico (acido 2,3-piridin di-carboxilico, QUIN) como
modelo de estudio de la excitotoxicidad.
El QUIN es una molécula endégena que se ha observado incrementada en
varios desordenes neuroldgicos. Este incremento es provocado por las células
gliales que en procesos inflamatorios liberan citocinas (como interferén-Y) que
estimulan la via de la kinurenina y esta a su vez aumenta la concentracion de
QUIN (De la Cruz et al., 2013; Santana et al., 2014).

El incremento de la concentracion de QUIN produce toxicidad ya que
sobreactiva los receptores NMDA inhibiendo la recaptura de glutamato, provoca
el incremento de las concentraciones de Ca?* citosélico, seguida de disfuncion
mitocondrial, liberacion del citocromo c, agotamiento de ATP, formacién de
radicales libres y dafio oxidativo (Figura 10). Este proceso toxico es
responsable de la pérdida selectiva de las neuronas espinosas medianas
GABAérgicas en el estriado y las alteraciones motoras en animales de
experimentacion con una lesion inducida por QUIN (De la Cruz et al., 2013).
También se ha demostrado que puede formar complejos con el Fe induciendo
la formacion directa de radicales libres como el radical ‘OH (Huitrén et al., 2013;
Maddison y Giorgini, 2015).
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Figura 10. Representacion esquematica del mecanismo excitotoxico del &cido quinolinico
(QUIN) en el sistema nervioso central. Primero se incrementan los niveles de QUIN debido a
una respuesta inflamatoria por la activacion de las células gliales. EI QUIN puede después
actuar de dos formas: (1) Sobreactivando el receptor NMDA e inducir eventos excitotoxicos

en la neurona; y/o (2) Interaccionando directamente con el Fe (De la Cruz et al., 2013).

3.12 Neuro-proteccion.
Aquellas moléculas que evitan la excitotoxicidad o bien disminuyen sus efectos,
se conocen como neuro-protectores, lo pueden hacer actuando en los
siguientes blancos moleculares como (Gagliardi, 2000; Garcia et al., 2014):
a) Agonistas de GABA: es el principal amino-acido inhibitorio. El efecto de
GABA puede revertir los efectos toxicos del glutamato a través de la

hiperpolarizacion en la membrana neuronal.
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b) Inhibiendo las vias de modulacion de "NO. Para evitar el dafio neuronal.
c) Antagonistas de las bombas de Na': la inhibicién de los canales pre-

sinapticos de Na+, permiten la estabilizacién del potencial de membrana,
ya que inhibe la liberacion pre sinaptica de glutamato.

d) Factores de crecimiento: se les conoce como neurotrofinas a aquellas
moléculas que participan en la regeneracion de los axones dafiados
como: factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas
en inglés), factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas en inglés),
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés),
factor neurotréfico derivado del células gliales (GDNF, por sus siglas en
inglés).

e) Hipotermia: puede reducir la liberacion de glutamato y puede ser usado
como accion neuro-protectora.

f) Antagonista del receptor para NMDA: es una proteina compleja, que
cuenta con sitios de union a cationes divalentes, poliamidas y glicina. El
glutamato es el principal agonista, la union de un antagonista a cada uno

de sus sitios de union induce neuro-proteccion.

3.13 Extracto de ajo envejecido. Una fuente de antioxidantes.
El ajo (Allium sativum L.) se ha utilizado desde la antigtiedad tanto por sus usos
culinarios como por sus multiples propiedades medicinales. Es una especie que
pertenece a la familia de Lilaceae y es originario de Asia central. En la
actualidad se cultivan diversas variedades de ajo en numerosos paises del
mundo. El ajo contiene numerosos componentes activos, de entre los que
destacan sus compuestos azufrados. El almacenamiento y manipulacion del ajo

produce diferentes compuestos (Lopez, 2007) (Figura 11).
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Una de las presentaciones comerciales del ajo es el extracto de ajo envejecido
(AGE) que es altamente biodisponible y presenta actividad biol6gica en
animales y seres humanos (Lawal y Ellis, 2011). EI AGE es resultante de la
extraccion del ajo fresco que fue almacenado en etanol por un tiempo
aproximado de 20 meses a temperatura ambiente (Figura 11); el cual contiene

compuestos Unicos y beneficiosos (Charron et al.,2016; Yun et al., 2014).
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Figura 11. Compuestos mayoritarios de azufre presentes en el ajo como la aliina (A), que al
ser triturada y almacenada en solventes organicos (extraccion quimica) forma diversos

compuestos de los cuales destaca la S-alilcisteina (SAC) (B) (Charron et al., 2016).

Los principales cambios quimicos en el extracto de ajo envejecido es la
completa hidrdlisis de los compuestos Y-glutamil-cisteinas a S-alilcisteina
(SAC) y S-1-propenil-cisteina (Kodera et al., 2002; Oommen et al., 2004; Yun et

al., 2014). En varios estudios se ha demostrado que el AGE previene el dafno
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oxidativo en varios modelos animales, en humanos, in-vitro y en cultivos
celulares. Esta propiedad se ha asociado con su principal componente: la S-
alilcisteina (SAC) (Revisado en Colin-Gonzalez et al.,, 2012), donde la
respuesta antioxidante de la SAC depende de la dosis y el tiempo de

administracion (Yun et al., 2014).

Se ha visto que la SAC es eficaz para inhibir la formacion de radicales libres,
refuerza el mecanismo de captacion de radicales enddgenos, aumenta los
niveles de las enzimas antioxidantes, protege las lipoproteinas de baja

densidad de la oxidacion, entre otros mecanismos.

3.13.1 S-Alilcisteina: Antioxidante exdégeno como agente terapéutico
de la exitotoxicidad.

En el AGE, la SAC se mantiene sin cambios durante un maximo de 2 afos. Es
un polvo cristalino blanco con un olor caracteristico, es higroscopico y su punto
de fusion es 223.3 -223.7°C. Los cristales almacenados presentan un cambio
de color amarillento pero no es indicio de transformaciéon o descomposicion
(Kodera et al., 2002). Las propiedades antioxidantes de la SAC se han descrito
en varios estudios, estas propiedades se deben al grupo alilo unido al a&tomo de
azufre que tiene (Maldonado et al., 2011; Veskoukis et al., 2012; Weiss et al.,
2013).

Maldonado et al. (2011) mostraron que la SAC es capaz de disminuir las
concentraciones de O,", H,O0,, 'OH y OONO™ en diversos modelos que
implican células endoteliales, modelo renal, un modelo de isquemia y modelo
neuroloégico. También la SAC previene la peroxidacion lipidica y la oxidacion de

proteinas.
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Otros mecanismos antioxidantes asociados a la SAC es que disminuye las
concentraciones de &cido hipocloroso (HCIO) y oxigeno singulete (*O,)
producido en las células gliales (Colin-Gonzalez et al., 2015a). Ademas, tiene
propiedades quelantes con los metales Fe”" y Cu®" evitando por lo tanto la

reaccion de Fenton (Revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012).

Finalmente, también se ha informado que la SAC inhibe la translocacion del
factor NF-kB al nucleo evitando asi la sefalizacion apoptética inducida por este

factor.
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4. Justificacion.
Las enfermedades neurodegenerativas no tienen un tratamiento eficaz, debido
a que aun se desconocen o no estan dilucidados por completo las vias
moleculares que generan el daflo neurodegenerativo. Como consecuencia no
existe un blanco molecular que detenga por completo la neurodegeneracion. De
ahi la importancia de buscar agentes terapéuticos potenciales que traten la
patologia o prolonguen la vida de los pacientes, mejorando algunos de los

sintomas que se presentan en cada enfermedad.

Experimentalmente, la administracion intraestriatal de QUIN en roedores
constituye uno de los modelos bioquimicos que mas se utiliza para reproducir
las alteraciones conductuales, morfolégicas y bioquimicas que se observan en
algunas enfermedades neurodegenerativas. Ademas, es una herramienta
ampliamente utilizada para generar y estudiar el proceso de excitotoxicicidad,
gue es un mecanismo comun en la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas como se describié anteriormente (apartado 3.10.2). En la
mayoria de los experimentos que se han realizado con QUIN, una dosis de 240
nmol se considera toxica y ya se ha informado que el tratamiento previo con
SAC presenta un efecto neuroprotector, asociado a sus propiedades

antioxidantes en tiempos cortos (horas).

En este trabajo se eligié administrar una dosis de 120 nmol de QUIN que se
considera una dosis subtoxica (Fuentes-Bello et al., 2013) y evaluar la
capacidad antioxidante de la SAC en un tiempo prolongado (6 dias) simulando
el dafio progresivo y lento que ocurre en las enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, hasta el momento no se ha estudiado el efecto de la administracion de
120 nmol de QUIN y SAC sobre un tratamiento de 6 dias.
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La excitotoxicidad tiene como consecuencia la generacion de ROS y RNS que
también son importantes en el deterioro neuronal. Es por eso que el uso de
antioxidantes exégenos podrian ser buenos agentes terapéuticos o preventivos.
El antioxidante propuesto como agente terapéutico en este trabajo es la SAC,
debido a que ya se ha demostrado que tiene buenas propiedades antioxidantes
preventivas, tiene una alta biodisponibilidad, es soluble en agua, es estable y

tiene una baja toxicidad.
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5. Hipétesis

Si el estrés oxidativo es un evento importante en la induccién de muerte tras la
administracion de 120 nmol de QUIN, entonces la administracién posterior de la
SAC por un periodo de 6 dias disminuira los efectos toxicos causados por esta

toxina.
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6. Objetivo general.

Evaluar el efecto terapéutico de la SAC en un modelo animal, sobre las
alteraciones conductuales y el dafo cerebral que se induce en un modelo

excitotoxico-prooxidante.

6.1 Objetivos particulares.

a. Evaluar el efecto de la SAC en una prueba conductual.

b. Evaluar el efecto de la SAC sobre el dafio histolégico en la zona estriatal.

c. Evaluar el efecto de la SAC sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT y SOD.

d. Evaluar el efecto de la SAC sobre la actividad de la enzima de fase Il:
GST.

e. Evaluar el efecto de la SAC sobre los niveles de estrés oxidante.
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7. Materiales y métodos.

7.1 Reactivos.
El clorhidrato de L-cisteina, el bromuro de alilo, el sodio metalico (Na°), la
albumina bovina sérica (ABS), el acido tricloroacético (TCA), el QUIN, la
xantina, la xantina oxidasa, la apomorfina, el sulfato de estreptomicina, H,O,,
2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH), glutation reducido (GSH), Nitroazul de
tetrazolio (NBT), el 5,5 -ditio-bis(acido-2-nitrobenzoico) y el Na,COs;, se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, EE.UU.). El
etanol, acetato de etilo, acido acético se obtuvo de Reactivos Quimica Meyer
(Pampano, Cuidad de México, México). El xilol se obtuvo de Golden Bell
Reactivos (Cuenca, Cuidad de México, México). La solucion salina isotonica
(SSI) y el pentobarbital se obtuvieron de Grupo PISA (Guadalajara, Jalisco,
México). El formaldehido, EDTA, trartato de sodio y el CuCl, se obtuvo de J.T
Baker (Xalostoc, Edo. de México, México). Los demas reactivos fueron grado

analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales conocidas.

7.2 Sintesis de SAC.
En un matraz bola con 90mL de etanol absoluto anhidro se adicionaron 30 mol
de clorhidrato de L-cisteina monohidratada. Se puso en agitacion constante y
después de 5 min, se fue adicionando poco a poco pequefias hojuelas de sodio
metalico previamente secos. Al término de la adicibn se dejo en agitacion
constante durante 30 min. Se adicionaron 30 nmol de bromuro de alilo (Figura
12) y se dejo en agitacion por 1 hora a temperatura ambiente y posterior a eso
se afadi6 agua destilada fria para obtener una solucion incolora que se dejo en
agitacion durante 1h. Se evaporo el etanol por destilacion y se agregaron 2.5ml
de acido acético (pH= 5.6). El precipitado formado se filtré al vacio y se dej6

secar. Al compuesto obtenido se le determiné el punto de fusion en un aparato
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Fisher-Johns y se comparé con el estandar. Se obtuvieron 2.98g de SAC que
fue un polvo cristalino amarillo, de olor caracteristico, el rendimiento de la
reaccion fue de 61.8% y el punto de fusion fue de 223.3°C-223.7°C.

Figura 12. Reaccién quimica llevada a cabo para sintetizar la SAC.

7.3 Animales.
Se emplearon ratas Wistar macho con un peso entre 280-320 g, provistas por el
bioterio de la Facultad de Medicina. Se colocaron 5 animales por caja con
alimento y agua ad libitum. Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones constantes de temperatura (25+10°C), humedad (50£10%) y luz
(ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad). Durante los experimentos se hicieron
todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales y utilizar el

menor nimero posible de los mismos.

7.4 Grupos experimentales y esquema de administracion.
Los animales fueron seleccionados aleatoriamente y se formaron cuatro grupos,
cada grupo tuvo un numero total de ratas diferente, como se menciona a
continuacion:
Grupo 1.Control (SSI):
Administrado con SSI (solucion salina isotonica) en el estriado y SSI oral; (11
individuos totales: 7 ratas para pruebas bioquimicas y 4 para cortes

histoldgicos).
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Grupo 2. S-alilcisteina (SAC):

Administrado con SSI en el estriado y SAC oral; (12 individuos totales: 8 ratas
para pruebas bioquimicas y 4 para cortes histolégicos).

Grupo 3. Acido quinolinico (QUIN):

Administrado con QUIN 120 nmol en el estriado y SSI oral; (13 individuos
totales: 8 ratas para pruebas bioguimicas y 5 para cortes histoldgicos).

Grupo 4.QUIN + SAC:

Administrado con QUIN en el estriado y SAC oral; (11 individuos totales: 6 ratas

para pruebas bioquimicas y 5 para cortes histologicos).

El procedimiento experimental se llevd a cabo durante un periodo de 7 dias
donde el dia cero corresponde a la administracion intraestriatal de 1 pL de
QUIN 120 nmol o bien 1 pL de SSI segun el grupo al que pertenecia cada
animal. Veinticuatro horas después a la inyeccion en el estriado se administro
durante 6 dias cada 24 h por via oral, una dosis de 100 mg/kg de SAC o bien
SSI (como vehiculo) segun el grupo. Las ratas se pesaron los dia 0, 4y 6. En el
sexto dia, el ultimo dia de administracion de SAC, se llevd a cabo la prueba de
conducta rotatoria. Finalmente, el séptimo dia se sacrificaron los animales para
obtener de algunos animales el estriado fresco y de otros animales el cerebro
completo obtenidos por perfusion (Figura 13).
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Figural3. Esquema del procedimiento experimental.
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7.5 Cirugia estereotaxica.
Esta cirugia se lleva a cabo con el fin de realizar la administracion intraestriatal
de QUIN en los animales. Para esto, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.) y 20 min después se infundid 1 pL de
QUIN o SSI segun el grupo (empleando una jeringa Hamilton de 10 uL) en las
siguientes coordenadas estereotaxicas en relacion con el Bregma: +0.5 mm

anterior, -2.6 mm lateral y -4.5 mm ventral a la dura madre.

7.6 Conducta rotatoria.
Se evalué 6 dias después de la inyeccion intraestriatal. Los animales se
inyectaron con apomorfina (1mg/Kg/s.c. en SSI) y cada uno se coloco en una
caja de acrilico para su observacion. Cinco minutos después de la inyeccion
con apomorfina; en cada animal, se registrd el numero de giros ipsilaterales a la
lesion durante 1 h. Se considerdé un giro cuando el animal dio una vuelta

completa de 360°.

7.7 Tincion de hematoxilinay eosina (H&E).
El séptimo dia, algunos de los animales fueron sacrificados con una sobredosis
de pentobarbital (100mg/Kg i.p.) Yy el cerebro se perfundié por via cardiaca con
SSI fria, seguida de paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos
(PBS). Posteriormente, los tejidos se incluyeron en bloques de parafina para
obtener cortes coronales de 5 micras de espesor, que se colocaron en

portaobjetos.

Los cortes se sometieron al siguiente procedimiento:

Xilol (30 min) » Alcohol-Xilol (3 min) » Alcohol I 100% (3 min) » Alcohol 11 100%
(3 min) » Alcohol 1 96% (3 min) » Alcohol Il 96% (3 min) » H,O destilada (3 min)
» Hematoxilina (20 seg) » Enjuagar con agua » Amoniaco (10 seg) » Eosina (20
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seg) » Alcohol | 96% (3 min) » Alcohol Il 96% (3 min) » Alcohol 1 100% (3 min) »
Alcohol 1l 100% (3 min) » Alcohol-Xilol (3 min) » Xilol (30 min) . Una vez llevado
a cabo este procedimiento, los cortes se cubrieron con resina para mantenerse

y ser vistos al microscopio a 10X y 40X.

7.8 Preparacion del homogenado.
El séptimo dia algunos de los animales se sacrificaron por decapitacion (previa
desensibilizacion con pentobarbital) extrayendo rapidamente el cerebro y
preservandolo en hielo mientras se extraia el estriado. Posterior a eso se
preparo el homogenado de la siguiente manera:
Procedimiento: 500 yuL de amortiguador de lisis, 0.5 yL de aprotinina, 0.5 pL de
leupeptina, 0.5 UL de pepstatina y 2.5 pL de fluoruro fenilmetilsulfonilo por cada

muestra. Se adicion0 la solucion anterior al estriado (misma cantidad por

estriado) y se sonicé con el equipo SonicsVibraCeIITM durante 10-15 seg. Se
centrifugd y el sobrenadante se utilizé para: a) Cuantificar la cantidad de
proteina en las muestras por método de Lowry; b) Cuantificar la cantidad de
proteinas oxidadas (marcador de dafio oxidativo); y ¢) Medir la actividad de las

enzimas antioxidantes. Las muestras se preservaron a -70°C hasta su uso.

7.9 Método de Lowry.
Este método se utilizé para calcular la cantidad de proteinas totales por muestra
con ayuda de una curva con ABS 0.05% (5-50 ug) y posterior a eso, se midi6

las absorbancia de cada una de las muestras.

7.10 Marcador de dafio oxidativo.
Se afadieron 150 pL de una solucidon de sulfato de estreptomicina al 10% al

homogenado y se incub6 durante 24 h a 4°C. Posterior a las 24h, las muestras
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se centrifugaron durante 10 min a 5000 rpm a 4°C. Se extrajo el sobrenadante y
se colocaron en tubos. A cada tubo se le afiadi6 DNPH 10 mM y se incub6 1 h
en la oscuridad. Posteriormente se afiadio acido tricloroacético al 20%, se agitd
e incubd durante 10 min a 4°C, se centrifugd durante 10 min a 5000 rpm a 4°C
y se decant6 el sobrenadante. Se resuspendié el botdn con &cido tricloroacético
al 10%, se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm a 4°C y se decanto el
sobrenadante. El precipitado se lavd 3 veces con etanol-acetato de etilo, en
cada lavado se centrifugd durante 10 min a 5000 rpm a 4°C; al final se evaporé

el etanol-acetato de etilo.

Se resuspendio el precipitado en guanidina 6 M y se preparé una curva de
calibracion con ABS 4mg/mL (0.26-2mg/mL). Se leyo la absorbancia a 370 y
280 nm. La cantidad de grupos carbonilo se expresé como nmol/mg de

proteina.

7.11 Actividad de las enzimas antioxidantes.

7.11.1 Cuantificacion de SOD
Se prepard la siguiente mezcla de reaccion: xantina 0.122 mM, EDTA 0.122
mM, NBT 30.6 mM, albamina 0.006% y Na,COs; 49 mM. A 408 uL de la mezcla
de reaccion se afnadieron 85 pL de homogenado, la reaccion inicio con la
adicién de 7 pL de xantina oxidasa 168 U/L. Se preparar6 un blanco para cada
muestra sin xantina oxidasa y un tubo de 100% de reduccion del NBT sin
homogenado. Los tubos se incubaron a 27°C durante 15 min y la reaccion se
detuvo con 165 pL de cloruro de cobre 0.8 mM, se ley6 la absorbancia a 560

nm. La actividad se expreso en U/mg de proteina.
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7.11.2 Cuantificacién de CAT.
Se prepard la siguiente mezcla de reaccion: H,O, 30 mM en amortiguador de
fosfatos 10 mM pH 7.0. A 750 uL de la mezcla de reaccion se afadieron 25 pL
del homogenado e inmediatamente se registraron los cambios de absorbancia a
240 nm a temperatura ambiente durante 2.5 min cada 30 s. La actividad se

expreso en k/mg de proteina.

7.11.3 Cuantificacion de GST.
Se prepard la siguiente mezcla de reaccion: amortiguador de fosfatos 100 mM
pH 7.0, GSH 10 mM y EDTA 1 mM. A 850 pL de la mezcla de reaccion se
afiadieron 100 puL de homogenado y 50 pL de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM
para dar inicio a la reaccién. La aparicion del complejo GSH-dinitrobenzeno fue
medido por espectrofotometria a 340 nm (durante 3 min cada 30 s). La

actividad se expresé en U/mg de proteina.

7.12 Andlisis estadistico.
Todos los resultados se expresaron como valores promedio * el error estandar
de la media (SEM). Las diferencias estadisticas entre los grupos se analizaron
por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey para comparaciones
multiples (GraphPad Prism 6.0). Los niveles de significancia considerados

fueron de p< 0.05 para todas las pruebas.
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8. Resultados.

8.1Peso de las ratas.
El peso de las ratas de los cuatro grupos experimentales fue medido el dia 0, 4
y 6 (Figura 14). No hubo cambios significativos en el peso de las ratas ni en el

indice de mortalidad.
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Figura 14. Efecto de la s-alilcisteina (SAC) sobre el peso de los animales tratados con acido
quinolinico 120nmol (QUIN). La SAC se administr6 en una dosis de 100 mg/Kg de peso,
iniciando 24 h después de la administracion de QUIN y durante 6 dias cada 24 h. Los datos

se presentan como el promedio + SEM. El nimero de animales empleados fue de 11-13

animales por grupo.

8.2 Conducta rotatoria.

Los grupos SSI y SAC no presentaron ningun tipo de conducta rotatoria
después de la administracion con apomorfina. El tratamiento con QUIN
aumentd el numero de giros a 206, los cuales disminuyeron significativamente
por el tratamiento con SAC a 104 en el grupo QUIN+SAC (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la conducta rotatoria inducida con acido
quinolinico 120 nmol (QUIN). La SAC se administré6 en una dosis de 100 mg/Kg de peso,
iniciando 24 h después de la administracion de QUIN y durante 6 dias cada 24 h. El sexto dia
se administr6 apomorfina 1 mg/Kg. Los datos se presentan como el promedio + SEM. El
namero de animales empleados fue de 11-13. Diferencias significativas (p< 0.05) A vs el

grupo SSI, B vs el grupo QUIN.

8.3Tincion de H&E.
La administracion de QUIN disminuy6 significativamente el porcentaje de
células vivas mientras que el tratamiento con SAC bloqueo la muerte celular
(Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el porcentaje de células vivas inducido con
acido quinolinico 120 nmol (QUIN) en el estriado. La SAC se administré en una dosis de 100
mg/Kg de peso, iniciando 24 h después de la administracion de QUIN y durante 6 dias cada
24 h. Los datos se presentan como el promedio + SEM. El nUmero de animales empleados
fue de 4-5 animales. Diferencias significativas (p< 0.05) A vs el grupo SSI, B vs el grupo
QUIN.

Imagen 1. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre las alteraciones morfolégicas inducidas con
acido quinolinico 120 nmol (QUIN) en el estriado. La SAC se administré en una dosis de 100
mg/Kg de peso, iniciando 24 h después de la administracién de QUIN y durante 6 dias cada
24h. Se presentan micrografias de campo claro representativas de cada grupo tefiido con
H&E (40x). A: SSI, B: SAC, C: QUIN, D: QUIN + SAC. Las flechas negras muestran células

vivas y las flechas grises representan células muertas.
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Se emplearon tres cortes coronales de cada estriado de rata de cada grupo. Se
contabilizé el numero total de células morfolégicamente normales y el nimero
total de células degeneradas por campo (40X). Se eligieron como células sanas
aguéllas cuyo nucleo y citoplasma permanecieron integros y bien definidos. Se
tomaron como células dafladas aquéllas cuyo nucleo no fueron visualmente
distinguibles o si presentaban algun tipo de muerte celular, ademas de

presentar un citoplasma destruido (Imagen 1).

8.4 Marcador de dafo oxidativo.
El tratamiento con QUIN incrementd el nivel de proteinas oxidadas, el cual

disminuyo a niveles basales con la administracion de SAC (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre los niveles de proteinas oxidadas
inducidas con acido quinolinico 120 nmol (QUIN) en estriado. La SAC se administré en una
dosis de 100 mg/Kg de peso, iniciando 24 h después de la administracion de QUIN y durante
6 dias cada 24 h. Los datos se presentan como el promedio £ SEM. El nimero de animales
empleados fue de 5-6. Diferencias significativas (p< 0.05) A vs el grupo SSI, B vs el grupo
QUIN.
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8.5 Actividad de las enzimas antioxidantes.
No se observaron cambios en la actividad de SOD con el tratamiento con QUIN,
solo se observo un incremento en la actividad de SOD en el grupo QUIN+ SAC
(Figura 18 A). Por otro lado, el tratamiento sélo con SAC disminuy¢ la actividad
de CAT respecto al grupo SSI; mientras que el tratamiento con QUIN
incrementd la actividad de esta enzima y la administracion de SAC (grupo
QUIN+ SAC) la disminuy6 (Figura 18 B). Finalmente, no se observaron

cambios significativos en la actividad de la GST (Figura 18 C).

Figura 18. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) y el acido quinolinico 120 nmol (QUIN) sobre la
actividad de las enzimas antioxidantes: A: superoxido dismutasa (SOD); B: catalasa (CAT);

C: glutation-S-transferasa (GST). La SAC se administro en una dosis de 100 mg/Kg de peso,
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iniciando 24h después de la administracion de QUIN y durante 6 dias cada 24 h. Los datos
se presentan como el promedio +SEM. El nimero de animales empleados fue de 4-8.

Diferencias significativas (p< 0.05) A vs el grupo SSI, B vs el grupo QUIN.
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9. Discusion.
Se sabe que la excitotoxicidad inducida por la administraciéon del QUIN esta
relacionada con un incremento de calcio, muerte neuronal y dafio oxidativo,
entre otros (Pérez-Severiano et al., 2004). Dado que el dafio oxidativo es un
mecanismo secundario a la excitotoxicicidad (Colin-Gonzalez et al., 2015b;
Pavlov et al., 2010) el tratamiento con un antioxidante podria llegar a disminuir

los efectos producidos.

En este estudio se examind el efecto terapéutico de la administracion de la
SAC, sobre las alteraciones conductuales y diferentes actividades antioxidantes

en el estriado inducido por el QUIN.

Se encontré que el QUIN induce dafio celular de aproximadamente un 60%
(Imagenl; Figura 16) determinado por la tincion de H&E, la cual se basa en las
propiedades acidas o basicas que tienen los componentes celulares. Las
membranas se tifien de color azul violaceo, mientras que casi todas las
estructuras citoplasmaticas adquieren un color rosado (Geneser, 2000). La
cantidad de células vivas se redujo significativamente en el grupo tratado con
QUIN, ya que las células muertas presentaban la membrana del nucleo o la
membrana celular destruida (Imagen 1, c) indicando muerte celular. Esta
tincion no puede asegurar el tipo de muerte celular ni el tipo de célula que se
estan muriendo pero varios estudios sugieren que la muerte celular es de tipo
apoptotica y necrotica (Javed et al.,, 2011; Lawal y Ellis, 2011; Lee, 2016;
Oommen et al., 2004). Ademas, se observa una recuperacion del tejido al
aumentar significativamente el namero de células vivas en el grupo QUIN+SAC
(Figura 16) sin ser igual que los controles lo que indican que hubo un efecto

protector por parte de la SAC y evitd la muerte neuronal en el estriado. Por otro
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lado, el QUIN induce alteraciones conductuales. Este estudio se llevd a cabo
con la administraciéon de apomorfina que es un compuesto excitador de los
receptores dopaminérgicos. Cuando una rata tiene sus 2 hemisferios en
condiciones normales o “sanas” existen las mismas cantidades de receptores
en ambos hemisferios, por lo que la rata no presenta una conducta de rotacion.
Pero si uno de los hemisferios esta dafiado y contiene un menor nimero de
receptores, al administrar apomorfina la rata tiende a girar al lado donde se
encuentra el dafo (giros ipsilaterales). ElI grupo QUIN fue el que presentd un
mayor numero de giros ipsilaterales lo cual indica que este grupo tiene algun
tipo de dafo neuronal mientras que en el grupo administrado con QUIN+SAC,
esta conducta se observa significativamente reducida, lo que indica una mejoria

parcial en el dafio ocasionado por QUIN.

Debido a que se observd un efecto de la SAC sobre las alteraciones
conductuales e histologicas inducidas por el QUIN, se estudid el posible
mecanismo involucrado en dicho efecto. En este sentido se exploré la
participacion de las propiedades antioxidantes de la SAC. Por ello, se cuantifico
el nivel de proteinas oxidadas observando que el QUIN incremento el nivel de
este tipo de proteinas y que el tratamiento con SAC disminuy0 este incremento
(Figura 17). Estos resultados sugieren que la SAC podria ser una buena
alternativa para la recuperacion del tejido sometido a estrés con QUIN.
Finalmente se evalu6 la actividad de las enzimas antioxidantes como
mecanismo de defensa para saber si ésta es la forma en la que la SAC actud
para evitar el estrés a los 7 dias del dafio excitototéxico inducido por QUIN.

En algunos estudios (b-Gonzalez et al., 2015b; Javed et al., 2011; Pérez-
Severiano et al., 2004) se ha demostrado cambio en la actividad de las enzimas

antioxidantes.
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En general podemos observar que las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GST
no estan participando en el efecto protector de la SAC en las condiciones
empleadas; sin embargo el efecto como antioxidante directo (atrapador de
especies antioxidantes) de la SAC si se puede inferir, ya que los niveles de
proteinas oxidadas disminuyeron. Esto sugiere que otros mecanismos podria
estar participando en el efecto protector observado de la SAC en este modelo

sin embargo, esto aun debera ser estudiado.
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10.Conclusiones.
La SAC disminuy0 las alteraciones conductuales y morfolégicas inducidas por

el QUIN.

El efecto protector de la SAC podria estar asociado con su capacidad para
disminuir el estrés antioxidante, ya que los niveles de proteinas oxidadas

disminuyeron.
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11.Perspectivas.
Evaluar la capacidad antioxidante de la SAC sobre el efecto de diversas dosis
de QUIN para comparar el efecto sobre un cerebro que tiene poco dafo (dosis
bajas de QUIN); a uno que estd muy dafiado (dosis altas de QUIN). Ademas,
permitiria concluir la mejor forma de usar SAC de forma previa (para aquellas
personas propensas a desarrollar la enfermedad) o durante la enfermedad y
para determinar hasta qué grado de la enfermedad podria tener efecto

benefico.

Realizar ensayos con diferentes periodos de duracién del tratamiento: ¢ Durante
cuanto tiempo se puede administrar SAC y seguir teniendo un efecto
antioxidante? Se podria dar respuesta a esta pregunta si se realizaran

experimentos a diferentes periodos del tratamiento.

Evaluar otras zonas del cerebro. Debido a que las enfermedades

neurodegenerativas ocurren en diferentes regiones del Sistema Nervioso.
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