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RESUMEN

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN) dafan estructural y
funcionalmente a las diversas macromoléculas presentes en la célula; dichas especies
juegan un papel importante en eventos de muerte neuronal presentes en diversas
enfermedades neurodegenerativas. La Garcinia mangostana Linn, miembro de la familia
Guttiferae, es un arbol que se encuentra distribuido en paises del sureste de Asia, en donde
su fruto es utilizado como tratamiento para diversos padecimientos en la medicina tradicional.
El fruto del mangostan es rico en xantonas, los cuales son metabolitos secundarios con
diversas actividades bioldgicas. La a-mangostina fue la primera xantona aislada del pericarpo
del mangostan, la cual puede ser aislada de la corteza y latex. A esta xantona se la han
atribuido diversas actividades y propiedades biolégicas como anti-oxidante, anti-tumoral, anti-
inflamatoria, anti-bacteriana y fungicida. En el presente trabajo, se evaluaron el efecto de la
a-mangostina como tratamiento frente a 3 diferentes modelos experimentales de dafio
neuronal: (1) un modelo excitotoxico y pro-oxidante (QUIN 100 uM), (2) un modelo de déficit
energético (1 mM) y (3) un modelo tipicamente pro-oxidante (FeSO4 5 pM). Se realizé la
incubacion de las fracciones sinaptosomales a 1 hora con las diferentes toxinas y una curva
de concentraciones crecientes de la a-mangostina; posteriormente se determino los niveles
de lipoperoxidacion y GSH, ademas de evaluar la funcionalidad mitocondrial y la actividad
enzimatica de la Gpx y la GST. Se encontré6 que la a-mangostina disminuyé de manera
concentracion dependiente la lipoperoxidacion en los 3 modelos probados, recuperd la
capacidad reductora mitocondrial inducida por QUIN y 3-NP, restableci6 los niveles de GSH
inducidos por el 3-NP y FeSO,. Por otra parte al igual que el FeSO4 la administracion de la a-
mangostina per se incremento la actividad de la Gpx, pero no afecté la actividad de la GST.
La a-mangostina es una potente molécula con propiedad antioxidante, que ejerce su efecto
probablemente en parte a la induccién de mecanismos antioxidantes enddégenos, como es el
sistema glutation. Es de gran importancia continuar haciendo estudios con esta molécula
para elucidar el mecanismo a nivel bioquimico, molecular y celular, por el cual actua. De esta
manera podremos postular eventualmente a la a-mangostina como una herramienta util e
importante en el disefo de terapias antioxidantes a nivel experimental para el manejo de

alteraciones neuroldgicas.



1. ABREVIATURAS

Acido desoXIrmDONUCIEICO. ............uuee e, ADN
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2. INTRODUCCION

2.1 Estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo y nitrosativo se definen como una serie de eventos toxicos producidos
a nivel celular y molecular, debidos a la formacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y
del nitrogeno (ERN), y la consecuente oxidacion de sustratos bioldgicos (Halliwell., 1999;
Santamaria et al., 2005; Valko et al., 2007). Estos eventos son toxicos debido al desbalance
que puede ocurrir entre la formacién de las ERO/ERN en los sistemas biologicos, y una
disminucién en la actividad de los sistemas antioxidantes enddégenos.

Las ERO y ERN son moléculas capaces de dafiar funcionalmente cualquier estructura
celular; los radicales libres forman parte de estas especies, pero no todas las especies
reactivas son necesariamente radicales libres. Un radical libre se define como aquella
molécula que tiene uno o mas electrones desapareados en alguno de sus orbitales atomicos
o moleculares (Halliwell, 1999). Por lo general, los radicales libres son altamente reactivos y
tiene un tiempo de vida media corto (<1 pseg.), y se combinan para generar moléculas mas
estables.

Las ERO, como el anién superéxido (O,°), el radical hidroxilo (*OH) y el peréxido de
hidrogeno (H202); son bioproductos generados en el metabolismo redox normal, que
transfieren electrones al oxigeno molecular (O). A su vez, las ERN también son generadas
como moléculas reactivas en el metabolismo celular, y algunas de estas especies son el
éxido nitrico (NO®) y el peroxinitrito (OONO).

Aunque se sabe que muchas de estas especies tienen funciones importantes en la
célula, cuando el metabolismo se convierte en anémalo, ya sea por un estimulo endégeno o
exdgeno, la concentracién de estas especies se incrementa significativamente y pueden

llegar a niveles toxicos (Santamaria et al., 2005; Valko et al., 2007).



Tanto el estrés oxidativo como el estrés nitrosativo son eventos que convergen y
actuan de manera conjunta, mediando la activacién en diferentes vias de transcripcion,
respuestas inflamatorias y diversas cascadas de sefalizacion de muerte apoptética y
necrotica, a través de las especies reactivas (Santamaria et al., 2005).

Varias caracteristicas implicadas en las acciones toxicas de las ERO y ERN estan
presentes en diversas patologias, como son la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Huntington, la demencia tipo Alzheimer y la esclerosis lateral amiotréfica. El estrés oxidativo y
nitrosativo juegan un papel importante como un evento primario en estos desérdenes, lo cual

no significa que estos eventos sean responsables de su origen.

2.1.1 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

El 21% de nuestra atmosfera es oxigeno molecular o dioxigeno (O3), y la mayor parte de
éste proviene de la oxidacién de la molécula del agua, que es un proceso llevado a cabo por
los organismos fotosintéticos. Aunque el O, puede ser téxico, su toxicidad dependera de la
concentracion y de su tasa de reactividad (Hansberg, 2008).

La mayor parte del O, que consumen los organismos aerobios se reduce a agua por el
complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) de la cadena respiratoria mitocondrial. La toxicidad del O»
se debe basicamente a la formaciéon de ERO durante el metabolismo redox normal de la
célula, que reduce de manera incompleta el oxigeno a agua, y cerca del 2 al 5% de éste
escapa en una reduccion univalente, resultando en la formacién de ERO (Figura 1) (Pérez-

De La Cruz, 2007a).

O, £ 50" HO, 5> OH* + OH j‘_.szo

Figura 1. Reduccion univalente del oxigeno



Se consideran ERO al oxigeno atémico (O), ozono (Os3), oxigeno molecular (O),
oxigeno singulete ('0,), anién superéxido (O,*), radical hidroxilo (*OH) y el peréxido de
hidrogeno (H20,). De igual manera, la toxicidad de las ERO dependera de la concentracion
en la que se encuentre y del contexto bioquimico en que se producen.

El O,* se forma cuando el O2 capta un electron, éste se aparea con uno de los dos
electrones libres de los orbitales T* y forma asi O,*, que es a la vez un anién y un radical
(Hansberg, 2008). El O,* es producido por numerosas enzimas en la célula, entre las que
destacan las xantina oxidasa, las ciclo-oxigenasas y las oxidasas mitocondriales. Sin
embargo, las fuentes mas importantes de O, para la célula son producidas en la cadena
respiratoria mitocondrial, debido a que una minima fraccién (1-2%) del O, es reducido
incompletamente al anién superdxido (Valko et al., 2004). Otra fuente importante de este
radical para la célula son las NADPH oxidasas, las cuales catalizan la transferencia de un
electrén al O, y de esta manera forman al O,°. Las NADPH oxidasas son una familia de
enzimas localizadas en la membrana plasmatica de diversas células y aunque su funcion
puede variar dependiendo de la NADPH oxidasa que se trate, es por demas sabido que
estas enzimas participan en el sistema de defensa del organismo que las contiene (Geiszt,
2006).

La toxicidad del O,* depende basicamente de su habilidad para formar otros ERO, ya
que se considera un radical poco reactivo; por lo tanto es un oxidante débil y su capacidad
para difundir es lenta. A partir de la interaccion con otras moléculas el O,* puede dar paso a
la formacion de otras ERO, tales como *OH, el OONO 6 el H,0; esta reaccion dependera de
que existan metales de transicion en el medio, Oxido nitrico o de la actividad de algunas
enzimas (Sas et al., 2007).

El peroxido de hidrogeno o agua oxigenada (H»O;) se forma cuando cada uno de los

dos electrones libres del O, se han apareado con un electrén del giro contrario. Como estos



electrones entraron en los orbitales anti unién, en el H,O, las dos ligaduras del O, se han
reducido a una (Hansberg, 2008).

El H,O, se produce principalmente por la actividad enzimatica de la superdxido
dismutasa (SOD), aunque también puede ser producido por otras fuentes, tales como son el
desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial y la actividad de la xantina oxidasa
(Forman et al., 2010). ElI H,O, tiene una alta capacidad para difundir a través de los
compartimientos celulares; su toxicidad dependera de su capacidad para difundir y
reaccionar con otras ERO o metales de transicién, y dar paso asi a la formacion del *OH, ya
sea a través de la reaccion de Fenton o la de Haber-Weiss (Sas et al., 2007).

El *OH se genera por medio de la reaccién de Fenton, cuando el H,O, acepta un
electron desapareado de un metal de transicion como el Fe (ll) o el Cu (l), y se fragmenta

formando el *OH y el ién hidroxilo OH™. También puede originarse a través de la reaccion

de Haber-Weiss, utilizando al O,* y al H,O,, y ser catalizada por el hierro (Figura 2)

(Hansberg, 2008).

Fe* + H,0,

Fe®* + *OH + OH" (1)

Fe* + H,0O, + O,*

Fe** + *OH + OH™ + O, (2)

Figura 2. Reaccioén de Fenton (1) y Reaccion de Haber-Weiss (2).

Por lo general, la reaccion de Haber-Weiss no ocurre in vivo, debido a que existen
otros compuestos reductores en la célula; y por lo tanto la produccién de *OH es a través de
la reaccion de Fenton, aunque también puede ser generado por una variedad de
mecanismos, tales como son la radiacion ionizante que causa la descomposicion del H,Oo,

resultando en la formacién de °OH; o bien por descomposicién fotolitica de



alquilhidroperoxidos (Valko et al., 2004).

El *OH es un radical altamente reactivo, sin embargo su capacidad para difundir es
baja y su tiempo de vida media es también muy bajo (< a 1 nano-segundo), por lo cual en
condiciones in vivo reacciona muy cerca de su sitio de origen. Al tener una alta capacidad
oxidante, puede reaccionar con casi cualquier molécula bioldgica; ya sea acidos nucleicos,
proteinas o lipidos. Este radical puede dafiar funcional y estructuralmente a las
macromoléculas de la célula; causando dafio irreversible a las proteinas al reaccionar con
cualquier aminoacido que se encuentre, ademas de atacar a los lipidos de las membranas
celulares, generando asi una serie de reacciones que dafian severamente a la membrana
plasmatica y a las membranas de los diferentes organelos. También oxida a las bases
nitrogenadas del acido desoxirribonucléico (ADN) (Valko et al., 2004).

Para que la reaccion de Fenton ocurra debe haber disponibles metales de transicion
como el Fe (ll) o el Cu (I) en el medio, por lo cual es necesario que exista una fuente de
dichos metales en la célula, ya que la cantidad de metales libres en el citosol es muy baja.
Las metaloproteinas, son proteinas que tienen la capacidad de secuestrar uno o varios
metales y liberarlos dependiendo de las condiciones del medio. También existen las
chaperonas de metales; las cuales son proteinas que suministran el metal de manera

especifica a los sitios de las proteinas que lo requieren (Hansberg, 2008).

2.1.2 Especies reactivas del nitrdgeno (ERN)

Las ERN son moléculas reactivas derivadas del nitrogeno y al igual que las ERO; se
generan en el metabolismo celular; algunas de estas especies son el NO*, OONO, el diéxido
de nitrégeno (NOz°®) y el acido nitroso (HNO), entre otros.

El NO®, se forma por la accion de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), la cual a partir de



la L-arginina, O, y NADPH forma al NO®, L-citrulina y NADP" oxidado (Figura 3). EI NO® es
un gas incoloro y no tiene carga eléctrica, por lo cual es altamente soluble en solventes
organicos, y por ende tiene una alta capacidad para difundir a través de las membranas

celulares.

L-arginina + O, + NADPH + H* —N92 | _citrulina + NO* + NADP"

Figura 3. Reaccion de la NOS

Se han identificado tres isoformas de la NOS en mamiferos, dos constitutivas y una
inducible. La NOS neuronal (NOSn) y la NOS endotelial (NOSe) se consideran constitutivas y
su actividad esta regulada a nivel post-traduccional; la NOS inducible (NOSi) se encuentra en
células gliales y macrofagos. Su actividad esta regulada por la unidén de la calmodulina y
Ca*; sin embargo, la actividad de la NOSi puede ser independiente del calcio (Pérez-De La
Cruz, 2007a).

En condiciones fisioldgicas normales, el NO® funciona como un mensajero bioldgico y
un segundo mensajero que participa en algunos procesos tales como la regulaciéon del tono
vascular, el aprendizaje y la memoria, y la neurotransmisién (Pérez-Severiano et al., 1998).
Sin embargo, en condiciones patolégicas u andmalas del metabolismo celular, se ha
observado que el NO* inhibe de manera reversible la actividad del complejo IV (citocromo ¢
oxidasa) de la cadena respiratoria mitocondrial, disminuyendo su afinidad por el O, y el flujo
de electrones de la cadena, por lo tanto la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) también
disminuye (Moro et al., 2005).

El OONO es una especie altamente oxidante, que se forma por la reaccién entre el
NO® y el O,", y es conocido como un potente promotor de dafio neuronal (Figura 4). Existen

varios mecanismos por los cuales este anion ejerce dafio celular, entre los que destacan la



nitracion de residuos de tirosina, la peroxidacion de lipidos, la oxidacién de grupos sulfhidrilos

y la fragmentacion de ADN (Moro et al., 2005).

NO® + O, OONO

Figura 4. Formacion del OONO

El OONO reacciona rapidamente con el diéxido de carbono (CO,) para formar el
anion nitroso peroxicarboxilato (ONOOCOZ_), que también puede protonarse para formar el
acido peroxinitroso (ONOOH), el cual se descompone en *OH y NO,* (Pérez-De La Cruz,
2007a). En el sistema nervioso, el OONO puede ser generado por las células microgliales y
activar asi a citocinas pro-inflamatorias; en las neuronas también exacerba los procesos
inflamatorios y contribuye directamente en eventos de neurodegeneracion (Gonzalez-Cortés

et al., 2008).

2.1.3 Dafo oxidativo

Un desbalance en el estado redox celular en favor de la actividad oxidativa nos lleva a un
aumento en la cantidad de las especies reactivas; y dichas especies tienen la capacidad de
oxidar a casi cualquier molécula, siendo sus principales blancos celulares los lipidos, las
proteinas y el ADN.

- Proteinas:

Las proteinas son los componentes mas abundantes de los organismos y son los blancos
iniciales en reacciones con las ERO. Du y colaboradores (2004) observaron que la oxidacion
de las proteinas es el primer fendmeno que se observa en el dano oxidativo inducido por
*OH, antes incluso que el dafio a lipidos y ADN.

Los sitios principales de dafo a las proteinas son los residuos alifaticos y azufrados,



los anillos aromaticos, los grupos tiol, las cadenas laterales, el esqueleto del carbono y
aminoacidos especificos como son el triptéfano, tirosina, histidina, metionina, cisteina y
fenilalanina (Zentella & Pifia, 2008).

Como resultado de la exposicién a las ERO/ERN, algunos cambios pueden ocurrir en
las proteinas, incluyendo modificacion en los aminoacidos, fragmentacién, agregacion,
formacion de grupos carbonilo, disminucion o perdida de la funcién bioldgica e incremento en
la susceptibilidad proteolitica (Salvi et al., 2001). Las proteinas que son severamente
afectadas por el dano oxidativo son las proteinas estructurales, las enzimas y las proteinas
de membrana (transportadores, receptores, canales idnicos).

Los sistemas de reparacion para las proteinas son muy limitados; las reductasas de
sulféxidos convierten las formas oxidadas de cisteina y metionina a sus formas originales no
modificadas. Sin embargo, son practicamente las uUnicas alteraciones de proteinas que
pueden ser reparadas, ya que cuando otra clase de proteinas es oxidada, éstas son
catabolizadas para evitar su difusién e interaccion con otras moléculas (Zentella & Pifia,
2008).

La concentracion de grupos carbonilo generados por varios mecanismos y vias
oxidativas es una buena medida del indice de oxidacion de las proteinas inducido por

ERO/ERN (Valko et al., 2007).

- Lipidos:

Los lipidos son las principales moléculas que conforman a las membranas celulares y de
los diversos organelos. Las especies reactivas atacan a estos componentes de membrana
generando una gran variedad de compuestos toxicos, y alterando la fluidez y permeabilidad
de la membrana, situacion que compromete la estructura y funcién celular. La peroxidacion

de lipidos se define como el deterioro oxidativo de los lipidos poli-insaturados.



Los &cidos grasos poli-insaturados son los mas susceptibles al ataque de las
ERO/ERN, debido a la presencia de sus enlaces dobles conjugados, los cuales debilitan la
energia de unién del atomo de hidrégeno presente en el carbono adyacente a los enlaces
(Zenteno & Saldana, 2008).

La lipoperoxidacion inicia cuando el residuo de un acido graso poli-insaturado es
atacado por una especie reactiva, la cual sustrae un atomo de hidrégeno de un grupo
metileno, dejando un electrén desapareado y generando un radical lipidico (R®). Este radical
lipidico se estabiliza mediante un rearreglo molecular que produce un dieno conjugado, el
cual reacciona con el O, y se genera un radical hidroperoxilo 6 peroxilo (ROQ®); este radical
oxida a su vez a otro atomo de hidrégeno del carbono metileno de otro acido graso poli-
insaturado adjunto para quedar como un hidroperéxido lipidico (ROOH), y formar asi un
nuevo radical lipidico y un hidroperoxilo. El radical lipidico se combina con otra molécula de
oxigeno y continua la reaccion en cadena. De esta manera se propaga la lipoperoxidacién a
través de la membrana. La lipoperoxidacion puede finalizar cuando el radical reacciona con
otra molécula; ya sea un segundo radical lipidico o con una molécula antioxidante capaz de
donar un atomo de hidrégeno, y terminar asi la cadena de reacciones (Halliwell & Chirico,
1993).

La lipoperoxidacién genera una serie de productos diversos, el malondialdehido y el 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) son productos finales de este evento y se consideran altamente

toxicos ya que pueden interactuar directamente con proteinas y ADN (Valko et al., 2007).

- ADN:
El ADN es una macromolécula de gran importancia, ya que contiene la informacion
genética, ademas de estar presente en una unica copia en cada célula. El dafo al ADN tiene

consecuencias biolégicas serias como mutaciones, carcinogénesis e incluso apoptosis.



Las principales especies reactivas que participan en el dafio oxidativo al ADN son el 'O,
*OH y OONO ; estas especies son capaces de interactuar de manera directa sobre el ADN
ejerciendo su accion sobre todos los componentes de la molécula, ya sean bases
nitrdgenadas, azucares 6 fosfatos, ademas de afectar diversos procesos, tales como la
transduccion de senales y division celular (Medeiros, 2008).

Tanto las purinas como las pirimidinas pueden sufrir alteraciones por accion de las
especies reactivas; sin embargo, la guanina es la base nitrogenada que presenta el potencial
de ionizacion mas bajo entre los componentes de los acidos nucléicos, y por lo tanto es la
base mas susceptible de ser oxidada (Medeiros, 2008).

El dafio en los azucares del ADN inducido por *OH inicia con la sustraccién de un
atomo de hidrégeno unido a un carbono, lo cual lleva a la generacién de reacciones
subsecuentes, concluyendo con la degradacion de la desoxirribosa y originando una gran
variedad de productos electrofilicos (Medeiros, 2008). Las diversas formas de dafio al ADN
inducidas por ERO/ERN se pueden presentar como modificaciones en las bases y azucares,
ruptura de la doble cadena, entrecruzamiento de proteinas con ADN, bloqueo de la
replicacion y anormalidades cromésomicas (Valko et al., 2004).

Una alteracion al ADN que ha sido muy estudiada es la formacion de 8-oxo-
desoxiguanosina (8-oxo-dG), la cual es una modificacion permanente del material genético
debido al ataque de ERO/ERN. El 8-oxo-dG se ha tomado como un marcador de dafo
oxidativo al ADN, ademas de estar implicado en la carcinogénesis, envejecimiento y diversos
desodrdenes (Valko et al., 2004).

Existen diversos mecanismos de reparacion del ADN que consisten en una amplia
gama de enzimas que se activan cuando hay modificaciones y reconocen las anomalias en
el ADN, reparando el dafio por escisidn, re-sintesis y reincorporaciéon del filamento del ADN

(Medeiros, 2008).



2.1.4 Sistemas antioxidantes endégenos

Debido a la caracteristica toxica de las especies reactivas, y a que nos encontramos en
una atmoésfera rica en oxigeno, la célula ha evolucionado y desarrollado sistemas
antioxidantes, que le permiten remover Yy destoxificarse de ellas. Estos sistemas se han

divido en dos grandes grupos: los enzimaticos y los no enzimaticos.

2.1.4.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos
La célula posee enzimas especificas que cataliticamente neutralizan a las especies
reactivas, generando especies menos reactivas; estas enzimas se expresan en un numero
de isoformas y estan distribuidas en varios organelos y compartimientos subcelulares.
Asimismo, participan cooperativamente en wuna red de reacciones metabdlicas
interconectadas para eliminar a las especies reactivas; entre ellas se encuentran las
siguientes:
- Superéxido dismutasa (SOD): Es una metaloproteina encargada de catalizar la
dismutacién de dos moléculas del O,* a H,O, y oxigeno molecular (Figura 5); por
medio de las reacciones de oxidacion y reduccion del metal que se encuentra en su

sitio activo.

20, +2H" ———> H,0, + O,
Figura 5. Reaccién de la SOD
Las SOD son una familia de enzimas de las cuales en mamiferos se han
encontrado tres isoformas distribuidas en diferentes compartimientos celulares. La
SOD 1 o Cu/Zn SOD se encuentra en el citoplasma y tiene un i6on cobre y un idn zinc
en su sitio activo; la SOD 2 o Mn SOD se localiza en la membrana interna de la

mitocondria y une manganeso a su sitio catalitico; y por ultimo, la SOD 3 o EC-SOD, la



cual se localiza unida a la matriz extracelular, y al igual que la SOD 1, une un ién

cobre y un zinc en su sitio catalitico (Whittaker, 2010).

Catalasa (CAT): Es una hemoproteina tetramérica que se localiza principalmente en
los peroxisomas y se encarga de catalizar la conversién de dos moléculas de peréxido
de hidrogeno a una molécula de agua y una de oxigeno molecular (Figura 6),
utilizando un molécula como agente reductor y otra como oxidante (Putnam et al.,
2000). Se considera una enzima antioxidante muy eficiente, debido a que no tiene un

grado de saturacion, y disminuye la probabilidad de formacion del *OH.

Figura 6. Reaccioén de la CAT

Glutation peroxidasa (GPx): Es una enzima dependiente de selenio (Se), la cual
cataliza la reduccién del peroxido de hidrogeno y de hidroperoxidos organicos a agua
y alcohol respectivamente, utilizando como donador de electrones al tripéptido,
llamado glutation reducido (GSH), el cual queda como glutation oxidado (GSSG)

(Figura 7).
H,O,+ 2 GSH ——— GSSG + 2 H,O (1)

ROOH +2 GSH ——> GSSG + H,O0 + ROH  (2)

Figura 7. Reaccion de la Gpx con H,O, (1) y con hidroperdxidos organicos (2).

En mamiferos hay cuatro principales isoformas de la GPx, y aunque todas son
dependientes de Se y de la presencia de GSH, los sustratos a los que son especificos

pueden variar; las isoformas son: la citosdlica (GPx1), la gastrointestinal (GPx2), la



plasmatica (GPx3) y la de fosfolipidos (GPx4). En cerebro, la GPx1 parece ser una de
las defensas antioxidantes mas importantes, ya que en ratones deficientes de Gpx1,
expuestos a diferentes modelos experimentales de estrés mostraron ser severamente

mas dafiados en comparacién con los ratones silvestres (Dringen et al., 2005).

Glutation reductasa (GR): Esta flavoenzima cataliza la conversion del glutatidon
oxidado, también llamado disulfuro de glutation (GSSG) a glutatién reducido (GSH);
utilizando como co-factor al NADPH (Figura 8). El proceso llevado a cabo por estas
dos enzimas (Gpx y GR), se conoce como el ciclo redox del glutation; la tasa relativa
de las formas reducidas/oxidadas es alrededor de 100, bajo condiciones normales,

pero disminuye a 49 bajo condiciones de estrés (Aoyama, 2008).

GSSG+ NADPH+ H* — > 2GSH + NADP*

Figura 8. Reaccion de la GR

Glutation S-transferasa (GST): Es una familia de enzimas que se encarga de catalizar
la reaccion entre el GSH y grupos electroéfilicos de diversos compuestos enddgenos o
xenobidticos (Figura 9); generando conjugados con el GSH (glutation S-conjugados);
los cuales son exportados fuera de la célula (Aoyama, 2008).

Esta reaccion da como resultado no sélo la remocién del electréfilo via su
metabolismo subsiguiente o transporte fuera de la célula, sino que también contribuye
a la eliminacion potencial del GSH, sobre todo si la sintesis del mismo no esta en
equilibrio con la tasa de supresion del electréfilo (Fernandez & Garcia, 2008).

La degradacién de los glutation S-conjugados comienza en el espacio

extracelular por accion de 2 enzimas, las cuales catalizan al conjugado y liberan al



GSH, el cual a su vez también es degradado y resintetizado.
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Figura 9. Reaccion del GSH con cualquier grupo electrofilico (Tomado de Commandeur et al., 1995).

En mamiferos existen 3 isoformas de la GST (a, p y 11); en el SNC se expresan
las 3 isoformas. La isoforma a se expresa en astrocitos, neuronas y células
ependimales, la y sélo en neuronas y astrocitos, y la 11 se expresa exclusivamente en
oligodendrocitos (Dringen, 2000).

Estas enzimas no tienen un sustrato natural para funcionar; aunque diversos
productos generados por la oxidacion de las algunas biomoléculas, como el 4-hidroxi-
2-nonenal, pueden funcionar como sustrato. Los compuestos pueden formar
conjugados con el GSH, ya sea de manera espontanea o por accion de la GST,; sin
embargo, algunos estudios han observado que la reaccién es de 300 a 600 veces mas

rapida por medio de la enzima (Xie et al., 1998).

2.1.4.2 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Existe una gran variedad de moléculas con actividad antioxidante; su mecanismo principal
se basa en la donacion de un electrén a un radical libre para estabilizarlo y generar
moléculas menos reactivas, las cuales no dafian la integridad celular. Entre estas moléculas

destacan las siguientes:



Glutation (GSH): EIl tripéptido glutation reducido (GSH) es un tiol no proteico
compuesto de los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina. Su sintesis ocurre en el
citoplasma por la accidén consecutiva de dos enzimas, las cuales requieren de la
hidrélisis de ATP; la y-glutamilcisteina ligasa (yGCL) utiliza al glutamato y a la cisteina
como sustratos, formando el dipéptido y-GluCys, y éste a su vez se combina con la
glicina en una reaccion catalizada por la glutatién sintetasa (GS) para generar al GSH
(Figura 10). Los niveles intracelulares de GSH son regulados por una
retroalimentacion inhibitoria de la enzima GCS, debido a las concentraciones del
mismo (Dringen, 2000).

El GSH es el mayor antioxidante enddégeno en el cerebro, con una
concentracion de 2 a 3 mM, y ejerce su efecto por diferentes mecanismos. Un
mecanismo muy importante del GSH es que puede reaccionar directamente con
diferentes especies reactivas como el O,*, *OH, NO* y el OONO (Clancy et al., 1994;
Winterbourn & Metpdiewa, 1994).

El GSH sirve también como un cofactor esencial para diferentes enzimas,
funcionando como un donador de electrones para la reduccién de H;O, u otros
peroxidos en una reaccion catalizada por la GPx, ademas de reaccionar con varios
compuestos endogenos 6 xenobidticos - accion mediada por la actividad de la GST -
(Aoyama, 2008).

Otra importante funcion del GSH es la de unir metales y funciona en la
movilizacion y distribucion de los mismos entre sus diversos ligandos, asi como su
transporte a través de las membranas celulares. De igual manera, el GSH puede
funcionar como agente reductor o cofactor en las reacciones redox que involucran
metales (Fernandez & Garcia, 2008).

El almacenamiento y transporte de la cisteina es otra funcion del GSH; éste



aminoacido es muy inestable y se auto-oxida a cistina por un proceso que produce
ERO, por lo cual el GSH es un reservorio de cisteina (Fernandez & Garcia, 2008),
ademas de ser el mayor sistema de amortiguamiento redox, ya que mantiene la
homeostasis intracelular redox al mantener los grupos sulfihidrilos (-SH) de las
proteinas en su forma reducida (Dringen, 2000).

El GSH utilizado para las reacciones de la GPx es reciclado por la GR; sin
embargo, el GSH que es liberado por las células y el que es utilizado por la actividad
de la GST para la generacién de los glutatibn S-conjugados, es degradado vy
resintetizado a partir de los aminoacidos constituyentes.

La degradacion del GSH o de los glutation S-conjugados ocurre exclusivamente
en el espacio extracelular por la accion de la enzima y-glutamil transpeptidasa (yGT).
Esta enzima remueve al y-glutamil generando al dipéptido cisteinilglicina (CysGly).
Posteriormente, el CysGly es hidrolizado por ectopeptidasas, las cuales rompen el
enlace peptidico entre la cisteina y la glicina. Estos aminoacidos son
subsecuentemente recapturados por las células y pueden servir una vez mas para la

sintesis del GSH (Dringen, 2000).
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Figura 10. Metabolismo del glutation. 1, y-glutamilcisteina ligasa; 2, glutation sintetasa; 3, glutation
peroxidasa; 4, glutation reductasa; 5, glutation S-transferasa; 6, y-glutamil transpeptidasa; 7,
ectopeptidasas; X representa un sustrato para la GST.

Vitamina C (acido ascorbico): Esta molécula de caracter hidrofilico se encuentra
mayoritariamente en plasma y en menor concentracion en el citoplasma; su propiedad
antioxidante radica en su capacidad de donar un electron a diversas especies
reactivas (102, 0,", *OH, etc.), generando al radical ascorbilo, el cual es de baja
reactividad y puede ser reducido a ascorbato por accion de las NADH- y NADPH
reductasas. Si el radical ascorbilo no es reducido, dos moléculas de éste pueden
dismutar y formar una molécula de ascorbato y una de acido dehidroascoérbico (DHA).
El DHA puede ser reciclado ya sea por la accién directa del GSH o por el sistema
tiorredoxina reductasa (Harrison & May, 2009).

En el sistema nervioso, a la vitamina C se le han atribuido diferentes funciones,



tales como son en la maduracién neuronal, la neurotransmision, el mantenimiento del

metabolismo celular, la sintesis de colagena y la reduccién monovalente del Fe** o

Cu?* en los sitios activos de ciertas enzimas (Harrison & May, 2009).
- Vitamina E (o-tocoferol): Esta vitamina de caracter lipofilico se acumula en
lipoproteinas y membranas celulares; se compone de un conjunto de derivados
tocoferoles y tocotrienoles. Su principal funcion es proteger la membrana celular del
ataque de las especies reactivas, reaccionando con el radical peroxilo (ROO®) y
formando al radical a-tocoferilo (a-Toc®), el cual es insuficientemente reactivo y detiene
la cadena de lipoperoxidacion. El a-Toc® formado puede reaccionar con otro radical, o
bien ceder un atomo de hidrégeno a otro radical, convirtiéndose en una molécula

estable (Saldana, 2008).

A continuacion en la tabla 1 se presenta, un resumen de las principales especies reactivas y

algunas de sus caracteristicas.

Tabla 1. Principales especies reactivas y sus caracteristicas.

Especie Fuente Concentracion Reactividad Eliminacion
Reactiva intracelular
0, Descomposicién del pM Acidos nucleicos, Tocoferoles,
H,0,, dismutacion proteinas, lipidos, glutation y
espontanea del O,°, etc. sacaridos, eftc. ascorbato.
0,* Cadena respiratoria pM - uM 0,*, NO°, Fe | SOD, dismutacion
mitocondrial, NADPH (. espontanea,
oxidasas, xantina glutation.
oxidasas, ciclooxigenasa.
*OH Reaccion de Fenton =0 Cualquier Glutation, ascorbato,
compuesto etc.
cercano.
H,0, Dismutacion del O,°, nM - uM Ascorbato, grupo Catalasa,
oxidasas. hemo. peroxidasas, Gpx.
NO*® NOS nM 0,*, grupo hemo. Hemoglobina,
glutation.
OONO 0,* + NO* pM Proteinas, lipidos, Espontanea
CO,, tioles.

(pM) picomolar; (nM) nanomolar ; (uM) micromolar.




2.2 Garcinia mangostana Linn

La Garcinia mangostana Linn es un arbol perteneciente a la Familia Guttiferae; la cual
alberga aproximadamente 40 géneros y casi 1000 especies generalmente confinadas a
climas tropicales humedos. Es comunmente llamado “Mangostan”, y se le conoce como la
“reinas de las frutas” debido a su agradable sabor y aroma (Figura 11).

La mayoria de las especies de la familia Guttiferae son arboles o arbustos y algunos
de ellos son utilizados para produccién de madera; por ejemplo, los géneros Garcinia, Clusia
y Calophyllum (Sultanbawa, 1980). La distribucion de esta familia es amplia y variada,
dependiendo de la especie o0 género de que se trate, ademas de que algunos géneros son
endémicos de su lugar de origen.

El género Garcinia perteneciente a la subfamilia Garcinieae comprende 220 especies
que se distribuyen en el sureste del continente Asiatico, principalmente en paises como
Tailandia, Malasia, Sri Lanka, Indonesia y Las Filipinas (Morton, 1987). A varias especies de
este género se les han atribuido diferentes propiedades medicinales, fundamentalmente en el
sureste de Asia (Chopra et al., 1956). Aunque se han descrito 220 especies para este
género, no se conoce a fondo todas las caracteristicas taxdnomicas del grupo, ni tampoco se

conoce en su totalidad las propiedades medicinales que cada especie puede tener.

2.2.1 Descripcion

La G. mangostana es un arbol de crecimiento muy lento, por ello no se deben de esperar
frutos hasta varios afios después de su nacimiento. Llega a alcanzar de 10 a 12 metros de
altura y su corteza es de color café obscuro, pero en el interior tiene un color amarillento. Sus
hojas son gruesas y ovaladas de color verde obscuro y sus flores son de 4 a 5 cm de ancho,

son de color amarillo rojizo y pueden ser solitarias o agruparse en racimos (de 3 a 9 flores



por racimo) en las puntas de las ramas (Figura 11) (Morton, 1987).

El fruto es redondo, de color purpura obscuro a purpura rojizo, es de textura suave y mide
3.4 a 7.5 cm. de didmetro, y esta cubierto parcialmente por un prominente céliz, el cual esta
unido por un pedunculo a las ramas. El pericarpo o cascara mide de 6 a 10 mm. de grosor,
es suave y de color rojizo. Cubre totalmente a una pulpa de color blanco, la cual esta
dividida en 4 a 8 segmentos triangulares suaves y jugosos. El fruto puede no tener semillas

o tener de 1 a 3 semillas totalmente desarrolladas, las cuales se pegan a la pulpa (Figura

12). El sabor de la pulpa es dulce y ligeramente
acido, ademas de tener un aroma muy agradable,
lo cual lo hace un fruto muy aclamado (Nagy et al.,
1980; Morton, 1987).

Ademas de ser un alimento el mangostan tiene uso
medicinal (Sultanbawa, 1980). Tradicionalmente en
el sureste de Asia se ha utilizado el pericarpo del

fruto para el tratamiento de diversos padecimientos

como son la disenteria (Garnett et al.,, 1932),
diarreas (Chopra et al., 1956), edemas y heridas
Figura 11. G. mangostana (Tomado de Morton, 1987). en la piel (Morton, 1987), ademas de que se le
han atribuido actividades antimicrobianas (Mahabusarakam et al., 1986) y anti-inflamatorias
(Shankaranarayanan et al., 1979). El mangostan es un arbol tropical por lo cual esta
adaptado a temperaturas calidas de alrededor de 37.7° como maximo, y requiere una

precipitacion anual de 127 cm., y no tolera largos periodos de sequias (Morton, 1987).



2.2.2 Origen vy distribucién

El origen del G. mangostana es controversial, ya que autores como Julia F. Morton (1987)
afirman que el origen del mangostan es desconocido y se sugiere que pudo haber sido en las
Islas Molucas. En cambio, otros autores afirman que el origen del mangostan es en el este de
la India, y se ha ido distribuyendo al sureste de Asia (Wan, 1973; Du et al., 1977).

Gracias a los efectos benéficos del mangostan en el tratamiento de diversas
enfermedades, desde hace varias décadas atras se ha cultivado en diferentes regiones del
mundo y se cree que pudo haber sido cultivado por primera vez en Tailandia. Actualmente, la
distribucion de G. mangostana predomina en el sureste del continente asiatico,

fundamentalmente en Malasia, Tailandia, Sri Lanka, Indonesia y Las Filipinas (Morton, 1987).

Figura 12. Fruto del mangostan

2.2.3 Composicion
El hecho de que el mangostan presente diferentes propiedades benéficas ha impulsado la
realizacion de diversas investigaciones para conocer y entender sus compuestos y
propiedades.

El mangostan contiene una gran variedad de componentes entre los que destacan
carbohidratos, vitaminas, antocianinas, flavonoides (catequinas), benzofenonas glucosiladas,

pectinas, taninos, resinas y una inmensa variedad de xantonas (Garrity et al., 2004; Huang et



al., 2001). Las xantonas son compuestos biolégicamente activos y son de gran interés en los
diversos estudios farmacoldgicos por la gran variedad de efectos benéficos a la salud que

presentan.

2.2.4 Xantonas del mangostan

Las xantonas son metabolitos secundarios biolégicamente activos. Estos metabolitos se
encuentran en diferentes organismos como plantas, algunas especies de hongos y liquenes
(Viera & Kijjoa, 2005). El nucleo de las xantonas se conoce como 9-xantenona o dibenzo-y-
pirona (Figura 13), es simétrico y las actividades bioloégicas de estos componentes se
asocian con su estructura triciclica, aunque también depende de la naturaleza y posicion de
los diferentes sustituyentes, lo que da lugar a una gran variedad de estructuras quimicas

(Pinto et al., 2005).

Figura 13. Nucleo de las xantonas (Tomado de Pinto et al., 2005)

Alrededor de 50 xantonas preniladas y oxigenadas se han encontrado en el pericarpo,
tronco, ramas y hojas de G. Mangostana (Figura 14) (Pedraza-Chaverri et al., 2008). En
varios estudios se ha demostrado que las xantonas aisladas del mangostan presentan
diversas actividades bioldgicas. Algunas de estas actividades son: anti-oxidante
(Weecharangsan et al., 2006), anti-inflamatorio (Shankaranarayan et al., 1979), anti-tumoral

(Matsumoto et al., 2003), anti-bacterial (Suksamrarn et al., 2003) y anti-micético



(Gopalakrishnan et al., 1997).

Figura 14. Estructura quimica de las xantonas mas estudiadas del mangostan (Tomado de Pedraza-
Chaverri et al., 2008).
2.3 Alfa-mangostina
La primer xantona aislada del pericarpo del fruto del mangostan fue la mangostina
(posteriormente llamada a-mangostina) y fue aislada en 1855 por Schmid W. La a-
mangostina es un compuesto de color amarillo obtenido del pericarpo de G. mangostana;

aunque puede también aislarse de la corteza, savia seca y otras partes del arbol. Su



estructura molecular se propuso por primera vez en los trabajos de Yates y Stout en 1958, los
cuales establecieron la naturaleza y posicién de las cadenas laterales y del nucleo, y sus
posibles vias de degradacion (Figura 15). Una gran variedad de investigaciones han revelado
las diferentes actividades bioldégicas que la a-mangostina presenta, a continuacion se

mencionan brevemente.
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Figura 15. Estructura quimica de la a-mangostina

2.3.1 Propiedades anti-tumorales

En 2004 el grupo de Moongkarndi evalud la actividad antiproliferativa de 9 diferentes
plantas medicinales de Tailandia, incluyendo el extracto de G. mangostana, contra una linea
celular de adenocarcinoma humano SKBR3, y encontraron que el extracto del mangostan
resulto ser el mas potente al inhibir el crecimiento con un valor de ICso de 15.45 + 0.5 pg/mL.

Matsumoto (2003) y colaboradores analizaron el efecto de seis xantonas del mangostan
(a-mangostina, B-mangostina, y-mangostina, garcinona E, mangostinona y 2-isoprenil-1,4-
dihydroxy-3-metoxyxantona) en la inhibicién de crecimiento de una linea celular de leucemia
humana HL60. Aunque todas las xantonas inhibieron significativamente el crecimiento
celular, las xantonas a-, y-, B-mangostina disminuyeron el crecimiento desde dosis bajas (10
MM). Sorprendentemente, a esa concentracidon la a-mangostina inhibié totalmente el
crecimiento celular; ademas, determinaron que la a-mangostina induce muerte celular via

apoptosis en diferentes lineas celulares de leucemia (HL60, K562, NB4 y U937).



Posteriormente, en 2005, el mismo grupo de colaboradores, al continuar con la linea de
investigacion, determinaron que 3 xantonas (y-, B- y a-mangostina) obtenidas del pericarpo
del mangostan a una concentracion 20 pM, inhiben el crecimiento de la linea celular de
cancer de colon humano DLD-1. Ademas, demostraron que la y-mangostina y la a-
mangostina inducen condensacion y fragmentacién nuclear. También concluyeron que las
xantonas pueden detener el ciclo celular: a- y B-mangostina en G1/G0, y y-mangostina en la
fase S del ciclo, ésto a través de la alteracion de la expresion de proteinas reguladoras del
ciclo celular, lo cual se encuentra en estrecha relacion con el efecto antiproliferativo de las
xantonas.

En 2006, Suksamrarn y colaboradores determinaron la actividad citotéxica de 19
xantonas aisladas del fruto del mangostan frente a 3 diferentes lineas celulares de cancer
humano, carcinoma epidermoide de la boca (KB), cancer de mama (BC-1) y cancer de
pulmén (NCI-H187). La a-mangostina presentd el mayor efecto citotoxico contra las lineas
KB y BC-1, con valores IC5p de 2.08 y 0.92 pg/mL, respectivamente.

Nakagawa y colaboradores (2007) estudiaron el efecto antiproliferativo de a-
mangostina (20 yM) en una linea celular de cancer de colon humano (DLD-1), y encontraron
que la xantona induce apoptosis en una via independiente de las caspasas, la cual es
mediada por liberacion de la endonucleasa G de la mitocondria y un incremento en la

expresion de los niveles de proteina de Erk1/2 y Erk5, y una disminucidn en los de Akt.

2.3.2 Propiedades anti-inflamatorias

Diversos reportes han estudiado la actividad anti-inflamatoria del extracto de mangostan y
de las xantonas garcinona B, y- y a- mangostina, frente a diferentes modelos de inflamacion,
resultando en una disminucion en los diferentes marcadores de inflamacién (Nakatani et al.,

2002; Nakatani et al., 2004; Yamakuni et al., 2006).



El grupo de Chomnawang (2007) elaboré un reporte del efecto del extracto del
pericarpo del mangostan comparandolo con 19 diferentes extractos de otras plantas
medicinales de Tailandia, en un modelo de inflamacién causado por Propionibacterium
acnes, y encontraron que el extracto del mangostan (a concentraciones 5y 50 ug/mL) ejerce
el mayor efecto anti-inflamatorio al suprimir la produccién de citocinas pro-inflamatorias,
como es el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), en un 78 y 95 % de inhibicidn,
respectivamente.

Mas aun, en una linea celular de macréfago murino (RAW 264.7) tratada con
lipopolisacarido (LPS) para inducir inflamacién, las xantonas y- y a-mangostina disminuyeron
la produccién de la prostanglandinas E2 (PGE2) y de NO* de manera dosis-dependiente;
aunque la y-mangostina presentd un efecto inhibitorio mas potente que la a-mangostina. Sin
embargo, la actividad de la INOS y la expresion de la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) no fue
inhibida por ninguna de las mangostinas, lo cual sugiere que disminuyen los niveles de PGE2
a través de la inhibicién en la actividad de la COX-2. La administracion de carragenina en
ratones indujo una inflamacion aguda (edema), lo cual sirvié para demostrar que solo la a-
mangostina inhibe significativamente el edema causado por la carregenina, lo cual
demuestra que la a-mangostina tiene mayor actividad anti-inflamatoria que la y-mangostina
en modelos in vivo (Chen et al., 2008).

En un modelo in vivo de dafo cardiovascular inducido por isoproterenol (ISO) en ratas,
la a-mangostina se administré oralmente (200 mg/kg) por 6 dias antes de la administracion
de ISO y 2 dias subsecuentes junto con ISO, y se demostré que el pre-co-tratamiento con la
mangostina restaurd las anormalidades en la membrana celular de los miocitos y disminuyd
los niveles de expresion de TNF-a y COX-2 inducidos por la administracion de ISO,
evidenciando el rol citoprotector de la a-mangostina (Devi Sampath & Vijayaraghavan, 2008).

Por otra parte, Chairungsrilerd y colaboradores (1996) demostraron en la aorta



toraxica de conejo, que la a-mangostina es un antagonista selectivo y competitivo del
receptor de histamina 1 (H1) al inhibir las contracciones inducidas por la histamina; la
histamina es un mediador natural de la inflamacion, el cual es liberado por las células de
sistema inmunolégico (mastocitos/basdfilos) y se encargan de generar la “hipersensibilidad

inmediata”.

2.3.3 Propiedades anti-bacterianas

Existen varias investigaciones enfocadas a determinar la actividad antibacteriana del
extracto y de las xantonas del mangostan. Chomnawang et al. (2005) estudiaron el efecto
antimicrobial de 19 extractos de plantas de Tailandia inducido por Propionibacterium acnes y
Staphylococcus epidermidis encontrando que el extracto de G. mangostana tiene el mayor
efecto inhibitorio con un valor de concentracion minima inhibitoria (MIC) de 0.039 mg/mL para
ambas especies. Similarmente, Voravuthikunchai y Kitpipit (2005) compararon el efecto de 10
extractos de plantas medicinales de Tailandia contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, observando que el extracto etandlico de G. mangostana fue el mas efectivo con un
valor MIC de 0.05 mg/mL.

En un estudio realizado en el 2003 para probar el efecto inhibitorio de xantonas
preniladas (y- a- y B-mangostinas, garcinona B, garcinona D, etc.) del fruto del mangostan
contra Mycobacterium tuberculosis se demostré que la garcinona B y las a- y B-mangostinas
presentan el mayor efecto inhibitorio con un valor MIC de 6.25 ug/mL (Suksamrarn et al.,
2003).

linuma y colaboradores (1996) estudiaron el efecto inhibitorio de diferentes xantonas
de la familia Guttiferae, en el crecimiento de S. aureus resistente a meticilina, y determinaron
que el extracto del pericarpo del mangostan y particularmente la a-mangostina, presenta un

potente efecto al inhibir el crecimiento de la bacteria con valores MIC de 80 y 1.57-12.5



Mg/mL, respectivamente.

La a-mangostina es capaz de inhibir el crecimiento de Enterococci resistente a
vancomicina (VRE) con un valor MIC de 6.25 ug/mL; y ademas tiene la capacidad de generar
sinergismo con antibiéticos comerciales, por ejemplo con gentamicina y vancomicina,
obteniendo un ¢éptimo efecto sinérgico y un efecto sinérgico parcial con ampicilina y

minociclina (Sakagami et al., 2005).

2.3.4 Propiedades fungicidas

La actividad fungicida de la a-mangostina y 4 de sus derivados fue evaluada por Sundaram
et al. (1983), encontrando que la a-mangostina tuvo el mayor efecto al inhibir a 13 diferentes
especies de hongos (Epidermophyton floccosum, Alternaria solani, Rhizopus sp, Aspergillus
niger, Penicillium sp, etc); sin embargo, Candida albicans no fue susceptible a ninguno de los
compuestos probados.

En 1986, Mahabusarakam y colaboradores determinaron el porcentaje de inhibicion en
el crecimiento de Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum, Candida albicans y
Cryptococcus neoformans, inducido por la y- y a-mangostina y la gartanina, y encontraron
que las tres xantonas probadas tienen una actividad inhibitoria moderada contra T.
mentagrophytes y M. gypseum; sin embargo, el crecimiento de C. albicans y C. neoformans
no se alteré por ninguna de las xantonas.

De igual manera el grupo de Gopalakrishnan (1997) evalud la eficacia fungicida de
varias xantonas de G. mangostana (gartanina, gracinona D, euxantona, y- y a-mangostina y
BR-xantona) frente a tres hongos fitopatogenos de gran importancia agricola, Fusarium
oxysporum, Alternaria tenuis y Dreschlera oryza, encontrando que la a-mangostina inhibio el

crecimiento de los 3 hongos a concentraciones 1, 10, 100, y 1000 ppm en el medio.



2.3.5 Propiedades antioxidantes

La actividad antioxidante del mangostan ha sido ampliamente investigada. Diversos
estudios se han enfocado en comparar el efecto de los extractos de diferentes plantas
medicinales originaria de Tailandia y encontraron que el mangostan ejerce un potente efecto
antioxidante (Haruenkit et al., 2007; Okonogi et al., 2007; Tachakittirungrod et al., 2007). Por
otra parte otras investigaciones se han orientado a evaluar el efecto de la xantonas aisladas
del fruto, demostrando que todas las xantonas presentan una actividad antioxidante, ya sea
en mayor o menor grado (Yoshikawa et al., 1994; Fan & Su et al., 1997).

En 2002, Leong y Shui compararon la capacidad antioxidante total de 27 extractos de
frutas encontradas en Singapur, incluido el mangostan, basados en su habilidad para atrapar
a los radicales ABST y DPPH. Estos autores determinaron que el mangostan ocupa el octavo
lugar en la eficiencia antioxidante. Sin embargo, en una investigacién similar, Garcia y
colaboradores (2005) estudiaron la capacidad antioxidante de varias frutas y vegetales de las
Filipinas, y por medicién de la lipoperoxidacion y su habilidad para atrapar al °*OH,
encontraron que el extracto del mangostan es uno de los que presenta una actividad
antioxidante mas alta.

En un estudio realizado en una linea celular de neuroblastoma NG 108-15 enfocado a
examinar la eficacia antioxidante de diferentes extractos del pericarpo del mangostan (agua,
50% etanol, 95% etanol y etil acetato) contra estrés oxidativo inducido por H20,, se encontrd
que todos los extractos exhiben una actividad antioxidante; sin embargo, son el agua y el
50% etanol los extractos mas efectivos con valores ICsq de 34.98 y 30.76 pg/mL. También
establecieron que las concentraciones de 50 y 100 ug/mL de los extractos presentan la
mayor actividad antioxidante y un efecto citotéxico, respectivamente (Weecharangsan et al.,
2006).

En cultivo celular de neuronas cerebelares granulosas se indujo estrés oxidativo a



través de la administracion de la neurotoxina, acido 3-nitropropionico y se evalué la actividad
antioxidante del extracto del pericarpo y el jugo del mangostan, observandose que el dafio
ocasionado por la toxina disminuyé significativamente con ambas preparaciones del
mangostan. También analizaron la capacidad atrapadora del mangostan contra diversas
especies reactivas, y se determind que el extracto y el jugo atrapan de manera
concentracién-dependiente al ABST, DPPH, O,°, OONO y HOCI; siendo méas potente el
extracto del pericarpo (Guzman-Beltran et al., 2008).

Jung y colaboradores (2006) lograron aislar 2 nuevas xantonas preniladas del extracto
metandlico del pericarpo del mangostan, asi como 12 xantonas conocidas. Se evalud la
capacidad atrapadora de 13 xantonas contra el OONO mediante el monitoreo de la
oxidacion del compuesto de dihidrorodamina 123 (DHR123) y se encontré que las
xantonas 8-hidroxicuadraxantona, gartanina y a-mangostina presentan capacidad
atrapadora de peroxinitrito con valores ICsq de 4.6, 9.1 y 12.2 uM, respectivamente.

De igual manera, varios estudios han determinado la actividad antioxidante de la a-
mangostina utilizando distintos métodos. Especificamente, Williams y colaboradores (1995)
encontraron que la a-mangostina disminuyo la oxidacion inducida por cobre y radical peroxilo
en lipoproteinas humanas de baja densidad. Ademas, la a-mangostina disminuyd la
produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA-RS) y el consumo de a-
tocoferol inducido por la oxidacion de las lipoproteinas, indicando que la a-mangostina tiene
la habilidad de atrapar radicales libres.

En un modelo experimental en ratas para inducir infarto al miocardio por la
administracion de isoproteranol (ISO), una catacolamina sintética causante de estrés
oxidativo, se observé que la a-mangostina (200 mg/kg) administrada como pre-tratamiento

recupero la actividad de enzimas antioxidantes (Gpx, GST, SOD y CAT) y los niveles de GSH



inducidos por el ISO; ademas, disminuyd los niveles de lipidos peroxidados y la actividad de
enzimas (GOT, GPT, CPK y LDH), las cuales sirven como un indice de la severidad del
infarto en el miocardio (Devi Sampath & Vijayaraghavan, 2007).

Pedraza-Chaverri y colaboradores (2009) determinaron la capacidad atrapadora de la
a-mangostina frente a un modelo de déficit energético y producciéon de ERO generado por el
acido 3-nitropropionico (3-NP) en un cultivo primario de neuronas granulares cerebelosas, y
se encontré que la xantona es capaz de atrapar al O,*, 'O, y OONO, pero no al H,O- ni al
radical *OH. También se vio que la mangostina ejerce un efecto neuroprotector contra la
toxicidad del 3-NP de una manera dosis-dependiente, y que este efecto puede estar
asociado con la habilidad atrapadora de la a-mangostina en este tipo de preparacion.

Un estudio realizado en el 2000 por el grupo de Mahabusarakam reveld que la
capacidad antioxidante de la a-mangostina depende en parte de su estructura molecular. Por
ejemplo, la sustitucién de los C-3 y el C-6 con derivados del grupo aminoetil incrementa la
actividad antioxidante, mientras que la sustitucion con acetato, metilo 6 propanediol reduce la
actividad antioxidante.

Nuestro grupo (el equipo de trabajo del Laboratorio de Aminoacido Excitadores del
INNN), en colaboracion con el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica (UNAM),
determind la capacidad anti-peroxidativa de la a-mangostina en tejidos cerebrales, y
sorprendentemente encontraron que la mangostina per se inhibe la peroxidacién lipidica
basal en homogenados de cerebro de manera concentracion-dependiente (Figura 16)

(Marquez-Valadez et al., 2009).
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Figura 16. La a-Mangostina disminuye la peroxidacion lipidica basal en
homogenados de cerebro de manera concentracion-dependiente. *P<0.05 y
**P<0.01 vs. Control. Se muestran valores de 5 experimentos por grupo, los
cuales se expresaron como promedios + E.E.M. (Tomado de Marquez-
Valadez et al., 2009).

En conclusién, en su conjunto, los datos anteriormente mencionados indican que las
propiedades antioxidantes del extracto del mangostan y de la a-mangostina aislada del
mismo fruto son potentes antioxidantes al ejercer su efecto como atrapadores de especies

reactivas posiblemente a través de su peculiar estructura molecular.



2.4 Modelos de dafio neuronal

El sistema nervioso central (SNC) es particularmente vulnerable a las acciones toxicas de

las ERO y ERN. Entre las principales razones para que esto ocurra destacan:

El contenido de lipidos en cerebro es mayor en comparacion con otros organos, lo
cual se debe a las extensas coberturas lipidicas de las fibras neuronales, y como ya
se vio anteriormente, los lipidos representan el blanco mas vulnerable para la
oxidacion por parte de la diferentes especies reactivas (Santamaria, 2008).

La alta tasa metabdlica que el cerebro tiene, debido a que el metabolismo aerdbico es
la principal fuente de energia para las células nerviosas. En las neuronas existe una
amplia distribucién de mitocondrias, las cuales son requeridas para la sintesis de ATP
y el metabolismo oxidativo, por lo cual el riesgo de la pérdida de electrones a través de
la cadena de transporte es un suceso altamente probable, llevando a la formacion de
0,* (Santamaria, 2008).

La limitada actividad de algunas enzimas antioxidantes en el SNC, como la catalasa, y
los diferentes procesos de Oxido-reduccion llevados a cabo por enzimas de manera
normal en las neuronas, como la xantina oxidasa, sintasas del 6xido nitrico, ciclo-
oxigenasas, asi como la activacién de fosfolipasas, todas las cuales conducen a la

formacion de especies reactivas (Santamaria, 2008).

Multiples modelos experimentales sirven para reproducir las caracteristicas del dano al

SNC que se observan en estas neuropatias. A continuacion, algunos de ellos son descritos:

2.4.1 Modelos pro-oxidantes

Los metales de transicidon actian como catalizadores en el deterioro oxidativo de las



macromoléculas bioldgicas. Estudios recientes han demostrado que metales como son el
hierro, cobre, cromo, mercurio, niquel y vanadio exhiben la habilidad para producir
ERO/ERN, resultando en lipoperoxidacién, dafo a ADN y proteinas, disminucion de grupos
sulfihidro y alteracion en la homeostasis de calcio (Stohs & Bagchi, 1995). EI mecanismo
principal por el cual los metales producen ERO/ERN es a través de su implicacion en los
ciclos redox de xenobibticos organicos, aunque la toxicidad especifica de cada metal
dependera de su solubilidad, transporte, reactividad quimica, y de los complejos que pueda
formar dentro de la célula (Stohs & Bagchi, 1995).

El hierro es un metal de transicion, capaz de catalizar reacciones redox entre el
oxigeno y las macromoléculas biolégicas, y de esta manera generar ERO vy
consecuentemente eventos de lipoperoxidacion. El hierro actia como catalizador para la
reaccion de Fenton, la cual forma al radical hidroxilo y a esta especie se le ha propuesto
como una de las iniciadoras de la peroxidacion de lipidos.

En el cerebro, la ferritina es una metaloproteina que funciona como almacén del hierro
y lo mantiene unido en su forma férrica a su nucleo ferrihidrito, por lo cual las
concentraciones del hierro libre intracelular se han calculado en alrededor de ~10° M. La
liberacion del metal de la ferritina provee una fuente de hierro disponible para la participacion
en procesos de dafo oxidativo. Se ha descrito que las concentraciones de este metal en su
forma libre estan incrementadas en varios desérdenes neurodegenerativos (Double et al.,
1998). El incremento del hierro libre en estas enfermedades se ha sugerido como un paso
critico debido a su papel en la formacion de ERO via la reduccién del H,O, dependiente de
metales.

Existe una gran variedad de moléculas capaces de generar especies reactivas, ya sea
por disociacidn y/o reaccion con otras moléculas. Entre éstas podemos encontrar al FeSOg,

al FeCly, al FeCls y al nitrilotriacetato de hierro, etc.



2.4.1.1 Sulfato ferroso (FeSO,)

El sulfato ferroso (FeSO,) es una molécula altamente pro-oxidante capaz de
disociarse, y de esta manera interactuar con otras especies reactivas y generar radicales
libres de alta reactividad. EI H,O, puede producir *OH, y este proceso se lleva a cabo a
través de la reaccion de Fenton; dicha reacciéon requiere que existan metales de transicidon
libres (Fe*? 6 Cu*") en el medio para que se lleve a cabo. La reaccién de Fenton (Figura 17)
catalizada por el hierro o el cobre es considerada actualmente como el mecanismo principal
por el cual el radical hidroxilo es generado en los sistemas biolégicos (Kehrer, 2000), y

parece mediar alteraciones neurolégicas importantes.

Fe** + H,0, Fe® + *OH + OH~

Figura 17. Reaccion de Fenton

2.4.1.2 FeSO,y dafio oxidativo

En 2005, Pavlica y colaboradores observaron que el FeSO4 en un cultivo celular de
feocromocitoma PC12, produjo un aumento de 425% y 1,188% en la peroxidacién de lipidos
a concentraciones 0.1 mM y 1 mM, respectivamente, ademas de un incremento significativo
en los niveles de ERO, y una disminucion en los niveles de GSH a las mismas
concentraciones probadas. Se determin6 que la formacion de ERO vy la lipoperoxidacion son
la causa directa de la muerte de las células PC12, y que la disminucion de los niveles de
GSH sodlo se correlaciona con la toxicidad del metal. Adicionalmente, este dano puede ser
atenuado por la administracién del co-tratamiento con dos antioxidantes (acido eleagico y
acido clorogénico), sugiriendo que dicho dafo es via formaciéon de ERO.

Sorprendentemente en un estudio in vitro en fracciones sinaptosomales, se observé
que el ascorbato en presencia de FeSO,4 puede incrementar la formacion del radical hidroxilo

e incrementar la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de proteinas evidenciada por la



pérdida de grupos tioles e incorporacién de grupos carbonilo, sugiriendo asi que el FeSOq4
tiene la capacidad de reaccionar con antioxidantes enddgenos para generar mayor dafio
oxidativo (Chakraborty et al., 2001).

Diversos estudios han evaluado el efecto protector de los quelantes de hierro, los
cuales son moléculas que forman complejos con los iones de metales pesados, evitando que
dichos metales realicen sus efectos toxicos. El VK-28 es un quelante del hierro sintético que
atraviesa la barrera hematoencefalica, y se ha demostrado que en co-tratamiento con hierro
inhibe la formacién de malondialdehido in vitro, ademas de atenuar los efectos en el
metabolismo dopaminérgico inducidos por el modelo in vivo de toxicidad por 6-
hidroxydopamina en ratas cuando es administrado como pre-tratamiento. Estos resultados
sugieren que el hierro esta implicado en dano oxidativo y muerte neuronal de algunas
enfermedades neurodegenerativas (Shachar et al., 2004).

En resumen, el FeSO,, a través de su disociacion, puede donar sus atomos de Fe?' y
por medio de la reaccion de Fenton, y juega un papel importante en la generacion de ERO,

permitiendo reproducir eventos tipicos de estrés oxidante.

2.4.2 Modelos excitotdxicos

La excitotoxicidad neuronal involucra una elevacion fisiolégica de las concentraciones
intracelulares de calcio en respuesta a sobre-exposicién de las células a las acciones de los
aminoacidos excitadores, tales como el glutamato y el aspartato.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC; los receptores
glutamatérgicos ionotropicos se han relacionado mayoritariamente con los procesos de
excitotoxicidad, aunque los receptores metabotropicos pueden también estar involucrados.
En particular, el receptor sensible al N-metil-D-aspartato (NMDAr) es un complejo de

receptor/canal permeable al Ca®*; cuando el receptor es estimulado por agonistas endégenos



0 exogenos, el flujo del idn dentro de la neurona puede potenciar vias metabdlicas letales
que involucran enzimas proteoliticas tales como proteasas, endonucleasas y fosfolipasas
(Pérez-De La Cruz & Santamaria, 2007b).

En consecuencia, el incremento intracelular del Ca** produce alteraciones en la
mitocondria que afectan su actividad, y por ende disminuye la produccién de ATP y la
generacion de radicales libres, ademas de producirse un aumento en la liberacion del
glutamato y propagar asi el dano celular a través de una retroalimentacion positiva. De esta
manera, la célula es guiada a una muerte apoptética o necrética (Pérez-De La Cruz &
Santamaria, 2000b).

Dado que los receptores glutamatérgicos, y en particular los receptores ionotrépicos,
son un punto de partida para los procesos excitotoxicos se han utilizado; diversos agonistas
endogenos, exdégenos o sintéticos se han utilizado para activar a estos receptores y recrear
estos eventos excitotoxicos. El acido quinolinico, acido kainico, acido iboténico y el NMDA
son moléculas capaces de encender las vias tipicamente excitotoxicas que llevaran a la

muerte celular.

2.4.2.1 Acido quinolinico (QUIN)

El 4cido 2,3-piridin-dicarboxilico (QUIN) (Figura 18) es un metabolito endégeno que se
forma en la via de catabolismo del L-tript6fano, denominada via de la kinurenina. EI QUIN es
un conocido agonista sobre receptores glutamatérgicos sensibles al NMDA (NMDAr), los
cuales estan distribuidos en hipocampo, estriado y corteza cerebral (Stone & Perkins, 1981).
Al QUIN se le han atribuido diferentes efectos como el dafio excitétoxico (Whetsell et al.,
1989), el dafo oxidativo (Santamaria et al., 2001), alteraciones energéticas (Bordelon et al.,
1997), alteraciones conductuales (Sanberg et al., 1989), alteraciones morfoldgicas (Schwarcz

et al., 1983) e inflamacion (Heyes et al., 1990).
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Figura 18. Estructura del QUIN

2.4.2.2 Viade la kinurenina

Descrita en 1947, la via de la kinurenina se reconoce como la principal ruta de
catabolismo del L-triptofano en mamiferos. Su primordial funcion es la biosintesis de
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD") (Beadle et al., 1947). Esta via metabdlica se ha
descrito en higado y cerebro de humanos, primates no humanos, roedores y otros
mamiferos, y se sabe que desempefia un papel importante en funciones fisiolégicas, como la
conducta y la termorregulacion (Figura 19) (Pérez-De La Cruz et al., 2007c). A la via de la
kinurenina se le ha implicado en diversos desordenes, tales como la enfermedad de

Huntington, la enfermedad de Parkinson y la demencia tipo Alzheimer (Stone, 2001).

- Metabolismo de la via de la kinurenina

En cerebro, el anillo inddlico del L-tritofano es cortado oxidativamente por la enzima
indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO); esta enzima requiere de anion superoxido, por lo
cual necesita de la presencia de sistemas generadores de este radical (Stone, 2001).
En seguida, ocurre la degradacion de N-formil kinurenina a L-kinurenina (L-KYN) por
accion de la formidasa; la L-KYN funciona como sustrato de varias enzimas para
generar otros metabolitos de la via como el acido kinurénico (KYNA), reaccion llevada a
cabo por la kinureninas aminotransferasas (KAT’s). Posteriormente, la kinurenina
hidroxilasa, una enzima localizada en la membrana mitocondrial externa, lleva a cabo la
hidroxilacion de la kinurenina a 3-hidroxikinurenina. La 3-hidroxikinurenina se convierte

a acido 3-hidroxiantranilico (3-HA) por accion de la enzima kinureninasa; sin embargo,



estas 2 ultimas enzimas tienen muy baja actividad en el cerebro, por lo cual la
formacion del 3-HA puede ocurrir por la hidroxilacion de enzimas microsomales no
especificas (Pérez-De La Cruz et al., 2007b).

La enzima acido 3-hidroxiantranilico dioxigenasa (3-HAO) abre el anillo del 3-HA y lo
transforma en 2-amino-3-carboximuconato semialdehido, un intermediario inestable el
cual es instantdneamente convertido en QUIN. Finalmente, el QUIN es metabolizado a
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD®) por la enzima acido quinolinico fosforribosil

transferasa (QPRT) (Pérez-De La Cruz et al., 2007c).

A muchos metabolitos de la via se le han encontrado propiedades neuroactivas; tal es
el caso del acido kinurénico (KYNA), la 3-hidroxikinurenina (3-HK) y el QUIN (Stone, 2001).
En 1978, Lapin describié convulsiones en ratones que fueron sometidos a una inyeccién
intracerebroventricular de QUIN; posteriormente, dichas convulsiones se asociaron con
lesiones excitotoxicas en el cerebro (Schwarcz et al., 1983). Ambos patrones de excitacion y
neurotoxicidad producidos por el QUIN son mediados por activacion de los NMDAr,
sugiriendo que el QUIN enddégeno puede estar participando en procesos fisiolégicos y en

eventos patologicos (Pérez-De La Cruz et al., 2007c¢).
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Figura 19. Via de la kinurenina (Tomado de Sas et al., 2007).

2.4.2.3 QUIN y dafio excitotoxico

El QUIN produce dafio excitotoxico a través de su capacidad de activar selectivamente
a los receptores glutamatérgicos ionotrépicos para NMDA, especificamente a los subtipos
NR2A y NR2B (Carvalho et al., 1996). Dicha activacion estd asociada a un incremento

intracelular de calcio en las neuronas blanco (Figura 20).



El incremento de calcio intracelular induce una serie de eventos de dafo neuronal
como la activacion de fosfolipasas, protein cinasas, endonucleasas y proteasas que
posteriormente median los procesos de excitotoxicidad. Whetsell y colaboradores (1989)
demostraron que exposiciones prolongadas de concentraciones submicromolares de QUIN
en estructuras corticoestriatales conducen a la muerte neuronal.

En 1993, Santamaria y Rios determinaron que el dano inducido por la administracién
de QUIN (240 nmol/uL) en el estriado de ratas es mayoritariamente, pero no completamente
inhibido por el pre-tratamiento con MK-801, un antagonista del receptor NMDA, lo cual

sugiere que el dano inducido por el QUIN se da parcialmente a través del receptor NMDA.
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Figura 20. Mecanismo de accion del QUIN.

2.4.2.4 QUIN y dafio oxidativo
La neurotoxicidad generada por el QUIN esta primordialmente vinculada a su accion

excitotoxica; sin embargo en una gran variedad de investigaciones se ha demostrado que la



toxicidad y el dano oxidativo promovido por dicha toxina tiene un componente independiente
a la activacién de receptores NMDA. Diversas investigaciones han descrito la potente
actividad pro-oxidante del QUIN en diferentes preparaciones del tejido nervioso, tanto in vitro
como in vivo. Rios y Santamaria (1991) observaron en homogenados de cerebro de rata que
el QUIN aumenta la peroxidacion de lipidos hasta en un 50 % de manera concentracion—
dependiente.

De igual manera, Santamaria y colaboradores (2001) evaluaron la formaciéon de ERO
y la peroxidacién de lipidos en sinaptosomas de estriado, hipocampo y corteza entorrinal,
demostrando que el estriado y el hipocampo son las regiones mas afectadas por el QUIN y
que el dafno puede ser prevenido por la administracion de GSH reducido. Ademas,
demostraron que el QUIN induce la formacion del radical hidroxilo in vivo en el estriado de
ratas por un mecanismo que parece ser independiente de receptores NMDA.

Diferentes atrapadores de ERO, como la melatonina y el glutation reducido, e
inductores de enzimas, han demostrado su capacidad para prevenir o disminuir el dafio
oxidativo del QUIN en diferentes modelos tanto in vivo como in vitro (Southgate et al., 1998;
Santamaria et al., 2005). Un hecho importante que apoya la actividad pro-oxidante del QUIN
es su capacidad de modificar los perfiles de algunos antioxidantes enddgenos, tales como los
niveles de glutation reducido (GSH) y la actividad de la superédxido dismutasa dependiente de
cobre-zinc (Cu/Zn-SOD) en un modelo in vivo en estriado de ratas (Rodriguez-Martinez et al.,
2000). Leipnitz y colaboradores probaron en homogenados de corteza cerebral que el QUIN
disminuye el total de la capacidad antioxidante no-enzimatica del tejido en una manera
concentracion-dependiente, y ademas demostraron que la combinacién de QUIN y Fe®*
reduce los niveles de GSH, lo cual sugiere que el radical hidroxilo puede estarse formando
bajo estas condiciones experimentales.

El tratamiento con un inhibidor de la INOS (aminoguanidina) atenua las lesiones



estriatales y el dafio oxidativo mediado por QUIN en ratas, indicando que la activacién de
esta enzima puede estar involucrada en su toxicidad al generar NO* (Ryu et al., 2004),
evento que puede ocurrir simultaneamente con la disminucion de la actividad de la Cu/Zn-
SOD - enzima que destoxifica a la célula del O,*, permitiendo de esta manera la formacion
de especies méas reactivas y nocivas para la célula, como el OONO. En apoyo a esté
supuesto, Gonzalez-Cortés vy colaboradores (2008) comprobaron que Ia
administracion de un catalizador de la descomposicion del OONO (porfirinato de Fe
(lll), Fe (TPPS)) reduce el dafio causado por una inyeccion intraestriatal de QUIN en ratas,

lo cual prueba que el OONO es un mediador involucrado en la neurotoxicidad del QUIN.

2.4.2.5 QUIN y alteraciones energéticas

Algunos reportes han evidenciado el efecto del QUIN en alteraciones del metabolismo
energeético, y se considera que esté efecto puede estar asociado a la capacidad pro-oxidante
y excitotoxica de la neurotoxina, por lo cual se sugiere que este evento puede ser un efecto
secundario del QUIN.

Una de las primeras investigaciones realizadas a este respecto fue la de Bordelon y
colaboradores (1997), quienes evaluaron los cambios en la actividad de la cadena
respiratoria y la tasa de consumo de oxigeno en ratas administradas intraestriatalmente con
QUIN. Se encontré que 6 horas después de la inyeccion se presentd una reduccion en el
consumo de oxigeno, y 12 horas después, la reduccidon del consumo de oxigeno incrementd
en un 45 %. También disminuyeron los niveles de ATP, NAD", aspartato y glutamato (30-
60%).

Ribeiro y colaboradores (2006) observaron que una inyeccion intraestriatal de QUIN

inhibe significativamente los complejos 1l (50%), Il (46%) y IlI-lll (35%) de la cadena



respiratoria, asi como la produccién de '“CO, (27%) a las 12 horas posteriores de la
inyeccion. El pre-tratamiento con diversas moléculas como MK-801, a-tocoferol, piruvato,
creatina y un inhibidor de la iINOS (L-NAME) es capaz de reducir el dafio evocado por el
QUIN, pero el MK-801 y la creatina atenuaron totalmente los efectos de QUIN. Por su parte,
el L-NAME vy el a-tocoferol sélo lo atenuaron parcialmente, sugiriendo que el dafio inducido
por el QUIN es mayoritariamente a través de su actividad excitotdxica.

Un estudio in vitro realizado en terminaciones sinapticas de corteza cerebral de rata
demostré que el QUIN a una concentracién 100 yM produce incrementd en la recaptura de
glucosa (55%), disminuye la generacion de '*CO, (60%) y la actividad del complejo Il de la
cadena respiratoria (35%); sin embargo, no altera a los demas complejos de la cadena
respiratoria, ni la actividad de las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, o la actividad
de la ATPasa Na'-K’. Interesantemente el pre-tratamiento con MK-801 solo previene la
recaptura de glucosa. Por su parte, la inhibicién del complejo Il se previno con el pre-
tratamiento con SOD-CAT, lo cual sugiere que el dano estimulado por el QUIN es mediado
por ERO. En apoyo a esta hipétesis, existen reportes de que la actividad del complejo Il es la
mas vulnerable de la cadena respiratoria al ataque de los radicales libres (Schuck et al.,

2007).

2.4.3 Modelos de déficit energético

La mitocondria es el organelo responsable del suplemento de energia para la célula. El
cerebro es el 6érgano que usa la mayor parte de la energia del cuerpo humano, tomando en
cuenta que el cerebro ocupa el 20% total de oxigeno y unicamente ocupa el 2% de la masa
total del cuerpo. La mitocondria juega un papel muy importante en diversos procesos
celulares, tales como la homeostasis de calcio, sefalizacién celular, regulacion del ciclo

celular, apoptosis, produccion de radicales libres, etc. (Sas et al., 2007).



La disfuncion mitocondrial y el dafio oxidativo juegan un papel muy importante en la
patogénesis de diversos desdrdenes como la enfermedad de Parkinson y de Huntington, la
demencia tipo Alzheimer, la esclerosis multiple, etc., por lo cual las alteraciones en la
mitocondria son de gran importancia para el esclarecimiento de dichas patologias.

La alta tasa metabdlica y la baja capacidad de almacenar sustratos ricos en energia
hacen que el SNC sea particularmente vulnerable a las variaciones en las fuentes
energéticas. Defectos o alteraciones en la capacidad de la células para mantener la tasa
normal de energia o la necesidad de adaptarse rapidamente a un incremento en el
requerimiento de energia representan un riesgo potencial en la pérdida de la viabilidad
neuronal (Less, 1993).

Alteraciones en la disponibilidad de oxigeno o glucosa producen un desbalance en las
concentraciones ionicas, lo cual afecta el potencial de membrana, llevando a la
despolarizacion de la célula, evento que las ATPasas membranales no son capaces de
restaurar. El ion Ca®" incrementa drasticamente a través de la apertura de complejos
receptor/canal dependientes de voltaje (NMDAr), guiando a una excitotoxicidad secundaria
(Pérez-De La Cruz & Santamaria, 2007b).

En relacion a la reproduccidon de las alteraciones metabdlicas observadas en
diferentes neuropatias, se han desarrollado a nivel experimental diversos modelos animales
que simulan algunos de los eventos encontrados en estas enfermedades. EI malonato,
MPP?, rotenona y el acido 3-nitropropionico son algunas de las toxinas mitocondriales
empleadas, las cuales producen una reduccion de ATP, un aumento de lactato, generacion

de ERO y muerte neuronal (Bonsi et al., 2006).



2.4.3.1 Acido 3-nitropropionico (3-NP)

El &cido 3-nitropropidnico (3-NP) es una micotoxina generada a partir de su precursor,
el metabolito secundario 3-nitropropanol (Figura 21), el cual se aisla a partir de hongos del
género Arthrinium sp. y su descubrimiento se dio a partir de intoxicaciones masivas
generadas por la alimentacion con plantas contaminadas con estas especies de hongos. Un
problema ocurrido en 13 provincias del norte de China, como consecuencia de la ingesta de
la cafla de azucar contaminada con el hongo, demostré que los pacientes sufrian de vémito,
distonia, convulsiones, y espasmos, y observaron muerte neuronal de los ganglios basales
(Peraica et al.,, 1999). De igual manera, en el oeste de EUA se observé que animales
intoxicados con el hongo exhibieron anormalidades motoras, tales como la falta de
coordinacion motora y debilidad, posteriormente desarrollando paralisis (Ludolph et al.,
1991). Dichos sucesos permitieron identificar al 3-NP como una molécula capaz de recrear

eventos presentes en diferentes neuropatias.

Figura 21. Estructura del 3-NP.

El 3-NP causa neurotoxicidad especifica mayoritariamente en el estriado, aunque otras
regiones como el hipocampo, talamo y corteza cerebral también se ven afectadas (Borlongan
et al., 1997). Su principal mecanismo de accion es inhibiendo irreversiblemente a la enzima
succinato deshidrogenasa, llevando asi a la reduccion de la sintesis de ATP vy
consecuentemente a la muerte neuronal; ademas de que que el estrés oxidativo juega un
papel central en el dafo neuronal inducido por 3-NP, e involucra excitotoxicidad y generacion

de radicales libres (Tunez et al., 2004).



2.4.3.2 3-NPy alteraciones energéticas

El principal mecanismo de accién téxica del 3-NP, en relacién a las alteraciones
energéticas, es a través de la inhibicidn irreversible de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), la cual cataliza la oxidacion del succinato a fumarato y forma parte de la cadena
respiratoria mitocondrial (complejo IlI) y del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Figura 22)

(Brouillet et al., 1999).

NMDAr

Figura 22. Mecanismo de accion del 3-NP.

Estudios cinéticos de la inactivacion de la SDH por el 3-NP in vitro demostraron que su
acciéon es muy rapida y que puede estar influenciada por diversos factores como la
concentracion del sustrato, el estado redox de sus componentes, la actividad enzimatica, etc.
(Brouillet et al., 1999). De tal manera que al inhibir a la SDH, los efectos primarios del 3-NP

son una disminucion en el metabolismo energético, lo cual nos guia a un déficit de ATP, un



aumento en las concentraciones de lactato, la despolarizacion de la membrana y
eventualmente la muerte celular.

La deficiencia de ATP provoca que la actividad de los transportadores activos se
alteren; tal es el caso de la bomba ATPasa Na'/K", lo cual lleva a la alteracion de los
gradientes idnicos y a la subsecuente despolarizacion de membrana celular. Dicha
despolarizacion abre los receptores para NMDA-dependientes de voltaje, lo cual permite la
entrada de Ca®" al interior celular, y este evento guia a la célula a una excitotoxicidad
secundaria y a la activacién de enzimas dependientes de Ca®’, incluyendo a la nNOS,
permitiendo asi la generacion de ERO y finalmente la neurodegeneracion (Less, 1993).

En apoyo a lo anteriormente mencionado, en el 2009 Liot y colaboradores
demostraron en cultivos de neuronas corticales que el 3-NP, ademas de alterar el
metabolismo energético, induce 2 sefales distintas en la mitocondria: la primera es el efecto
directo sobre la bioenergética mitocondrial; sin embargo, no altera la morfologia mitocondrial
ni la sobrevivencia neuronal. La segunda sefal es seguida de una exposicibn mas larga a
dicha toxina, la cual se caracteriza por la activacion de NMDAr, causando un segundo
incremento de ERO y una importante fragmentacion mitocondrial. Este segundo evento guia
a la muerte neuronal. Ademas observaron que al poner un inhibidor del los NMDAr (AP5), la

fragmentacion mitocondrial es parcial, pero no completamente inhibida por dicho antagonista.

2.4.3.3 3-NPy dafo oxidativo

El 3-NP, a través de la inhibicién del complejo |l de la cadena respiratoria, juega un
papel importante en el desacople del transporte de electrones, aumentando la probabilidad
de generacion de O,°, el cual puede a su vez reaccionar con otras ERO, y de esta manera
formar otras especies mas reactivas, llevando a la célula a eventos de estrés

oxidativo/nitrosativo y consecuentemente a la muerte neuronal.



Diversas investigaciones se han enfocado a elucidir los mecanismos por los cuales el
3-NP causa dafio oxidativo; entre estos destacan la induccién de enzimas, la alteracion de
los sistemas enddgenos antioxidantes, la formacion de especies reactivas vy
consecuentemente, eventos de lipoperoxidacion.

Se ha observado que en ratas sometidas a un tratamiento sistémico de 3-NP, se
incrementa la produccidn de peroxinitrito, evidenciado por la presencia del marcador 3-
nitrotirosina, ademas del 8-oxo-dG, marcador de dano oxidativo a ADN en estriado. Ademas,
se encontré que la administracién de un inhibidor de la NOSn protege significativamente al
estriado de dichas lesiones, sugiriendo que la accién toxica del NO® ocurre a través la
reaccién no enzimatica de esté con el O,* para formar el OONO (Schulz et al., 1997).

Binienda et al. (1998) elaboré un reporte del efecto del 3-NP en el tiempo (30, 60, 90 y
120 min) sobre los sistemas antioxidantes enddégenos en diferentes regiones del cerebro de
ratas (nucleo caudado, corteza frontal e hipocampo). La actividad de la CAT se observo
incrementada significativamente solamente en el hipocampo a los 90 min posteriores de la
administracion de la toxina. La actividad de la Gpx disminuyé hasta los 120 min posteriores
de la inyeccion del 3-NP, también en hipocampo. La SOD dependiente de Cu/Zn se vid
aumentada (120 min) en la corteza frontal y por su parte, la SOD dependiente de Mn se
incrementd a los 60 y 90 min en corteza frontal y nucleo caudado, respectivamente. También
determinaron los niveles de GSH, los cuales no se alteraron a ningun tiempo y region
analizados.

Se ha realizado un gran numero de investigaciones in vivo e in vitro orientadas a
determinar si los efectos inducidos por el 3-NP pueden ser prevenidos o atenuados por la
administracion de diferentes componentes antioxidantes como son la nicotina, S-alilcisteina y
la melatonina. ElI 3-NP provoca un aumento en la peroxidacion de lipidos, formacion de

grupos carbonilo, actividad de la SOD (Mn y Cu/Zn-dependientes) e hiperactividad en ratas.



La administracion de dichos componentes previene o atenua varios de los marcadores de
dafio oxidativo, sugiriendo que el efecto tdéxico del 3-NP es debido en parte a la generacion
de ERO/ERN, guiando a eventos de estrés oxidativo y nitrosativo (Tunez et al., 2004; Pérez-

De La Cruz et al., 2006; Herrera-Mundo et al., 2006).



3. Planteamiento general

En consideracién a lo anteriormente mencionado y a la evidente falta de estudios
sobre la capacidad antioxidante y neuroprotectora de la a-mangostina como tratamiento en
diferentes modelos neurotéxicos, en el presente trabajo evaluamos el efecto de esta
molécula antioxidante sobre diversos marcadores de dafo oxidativo inducidos por la
administracion de tres diferentes agentes toxicos en terminales nerviosas aisladas, con la
finalidad de conocer su capacidad antioxidante y poder postular a esta molécula como un
candidato importante para el disefio de terapias antioxidantes a nivel experimental y en el

eventual manejo de alteraciones neurologicas.



4. Justificacion

Las alteraciones en el metabolismo celular, la generacién de especies reactivas, la
excitotoxicidad y el déficit energético en el SNC son eventos que se encuentran presentes en
diversas enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, resulta de gran interés estudiar la
actividad de la a-mangostina frente a diversos modelos que recrean estos eventos para
evaluar su capacidad antioxidante y potencialmente neuroprotectora en diversos modelos de

toxicidad.



5. Hipotesis

Dadas a las propiedades antioxidantes ampliamente reportadas, de la a-mangostina,
este agente disminuira el dafo oxidativo producido por diferentes moléculas tdxicas que
inducen modelos de dafno neuronal oxidativo; reflejandose su efecto en la disminucién de la
peroxidacidon de lipidos, la recuperacion de la funcionalidad mitocondrial, la preservacion de
los niveles de GSH y la proteccion en la actividad de enzimas antioxidantes (Gpx y GST) en

fracciones sinaptosomales aisladas de cerebro de rata.



6. Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante de la a-mangostina como tratamiento frente a tres
diferentes modelos de dafio neuronal en sinaptosomas:

(1) un modelo excitotdxico producido por el QUIN,

(2) un modelo de déficit energético inducixddo por el 3-NP, y

(3) un modelo tipicamente pro-oxidante (FeSO4).

6.1 Objetivos Particulares

v' Determinar si la a-mangostina disminuye la peroxidacion de lipidos en los 3
modelos probados.

v Evaluar si la a-mangostina preserva la funcionalidad mitocondrial en los modelos.

v' Determinar si la a-mangostina ejerce un efecto protector evocando al sistema

glutation (GSH, Gpx y GST).



7. Materiales y Métodos

7.1 Reactivos y animales

El QUIN, 3-NP, el sulfato ferroso, el malondialdehido y el 3-(4,5-dimetiltiazol-2) 2,5-
bromuro difeniltetrazolio (MTT) se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO,
EUA). La a-mangostina se obtuvo del Departamento de Biologia y Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM. Los demas reactivos se obtuvieron de casas
comerciales conocidas. El agua desionizada utilizada en todos los experimentos se obtuvo
de un sistema purificador Direct-Q system (Millipore, MA, USA). Para la preparacion de todas
las soluciones se utiliz6 agua desionizada, excepto la a-mangostina, la cual se disolvid en
dimetil sulféxido (DMSO).

Para la realizacion de todos los experimentos, se utilizaron ratas machos de la cepa
Wistar (280-320 g), las cuales se obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia y se agruparon 5 ratas en una cada caja de acrilico, en total 2 cajas. Todos los
animales se alimentaron con un producto comercial (Purina Chow) y agua ad libitum, ademas
de que se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (25 + 3°C), humedad (50 +

10%) y luz (12:12 ciclo luz:obscuridad).

7.2 Extraccion y purificaciéon de la a-Mangostina

La extraccion y purificacion de la a-Mangostina se hizo en el Departamento de Biologia y
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM. Los experimentos para su
extraccion y purificacion fueron realizados por los investigadores Octavio Gonzalez
Cuahutencos, Isabel Rivero-Cruz, Rachel Mata y José Pedraza-Chaverri.

A partir de 1 Kg del pericarpo de G. mangostana, se extrajo la a-mangostina por

maceracion con CHz2Cl2-MeOH (1:1;41) a temperatura ambiente por tres semanas. Después



de la filtracion y evaporacion del solvente bajo condiciones de presion reducida, se
obtuvieron 161.3 g de un extracto organico crudo. Posteriormente, el extracto se sometioé a
cromatografia sobre una columna de silica gel y se separé con CH2Clz/Hexano para
obtenerse 7 fracciones primarias (F1-F7). La a-mangostina se cristalizé de la fraccién F7
como el mayor componente (31.5 g), y se realizaron diferentes pruebas de verificacién y
pureza de la mangostina, las cuales fueron consistentes con datos publicados (Ee et al.,

2006; Ji et al., 2007).

7.3 Obtencion de la fracciones sinaptosomales

Las fracciones sinaptosomales P2 se obtuvieron de cerebro completo (sin cerebelo),
mediante una técnica previamente descrita (Pérez-De La Cruz et al., 2006). Se decapitaron
las ratas, se obtuvo el cerebro y se peso; a los cerebros se les agregaron 10 volumenes (v/w)
de glucosa 0.32 M y se homogenizaron. Posteriormente, se centrifugaron a 1073 xg durante
10 minutos a 4°C y se obtuvo el sobrenadante, el cual se volvié a centrifugar a 17,172 xg por
15 minutos a 4°C. Después, se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en el
mismo volumen que se afiadid de glucosa, pero en este caso se le afadié HEPES (NaCl 0.1
M, NaH,PO, 0.001 M, NaHCO3 0.005 M, CaCl, 0.001 M y HEPES 0.01 M) a pH 7.4. Por

ultimo, las fracciones sinaptosomales se guardaron a -70°C para su posterior uso.

7.4 Diseno experimental

Para todos los experimentos se realizaron tratamientos por separado de QUIN+a-
mangostina, 3-NP+a-mangostina y FeSO4+a-mangostina y sus respectivos controles. Tanto
las toxinas como la mangostina se pusieron al mismo tiempo previo a la incubacion y todas

las muestras se llevaron a un volumen final de 500 pL. Se realizaron dos soluciones madre



de la a-mangostina (1 mM y 10 mM), para disponer las concentraciones de mangostina

requeridas (Tabla 2).

Tabla 2. Disefno de los tratamientos.

Concentracion Vol. de Vol. de acido Vol. de acido Vol. de Vol. de la Vol. de
de la o- sinaptosomas quinolinico 3- FeSO, - HEPES (uL)
mangostina (WL) [100 uM] (ML) | nitropropionico [5 uM] mangostina
(UM) [1 mM] (uL) (WL) (W)
Control 250 _— _— _— _— 250
0 250 10 — — - 240
0 250 - 10 - o 240
0 250 — — 10 -——- 240
10* 250 10 10 10 5 235
25" 250 10 10 10 12.5 227.5
50* 250 10 10 10 25 215
100** 250 10 10 10 5 235
250™* 250 10 10 10 12.5 227.5
500** 250 10 10 10 25 215

* A partir de la solucién 1 mM de a—Mangostina.
** A partir de la solucién 10 mM de a—Mangostina.

Se realizé una curva concentracidn-respuesta de la a-mangostina [10 — 500 uM], y el
QUIN, 3-NP y FeSO4 se administraron a concentraciones toxicas in vitro (100 uM, 1 mM y 5
MM, respectivamente), las cuales se han descrito previamente (Silva-Adaya et al., 2008;
Pavlica et al., 2005). Todos los preparados se manejaron en hielo y por duplicado;
posteriormente se incubaron a 37°C por 1 hora en un bafio con agitacion constante, e

inmediatamente se usaron.

7.5 Determinacion de la peroxidacion de lipidos in vitro

La peroxidacion de lipidos se midié en las fracciones sinaptosomales por medio del
ensayo del acodp tiobarbiturico (TBA), de acuerdo a reportes previos (Pérez-De La Cruz et
al., 2006). Esté método cuantifica las sustancias que reaccionan con el TBA, ya que éste
forma una condensacion con los productos de la peroxidacién de lipidos, y genera un
producto de coloracion rosada que esta directamente relacionado con la cantidad de

productos de la peroxidacion.




Las fracciones sinaptosomales se expusieron previamente a los diferentes tratamientos y
al término de éstos se tomaron alicuotas de 250 pL y se les agregd 500 uL del reactivo TBA
(0.375 gr. de acido tiobarbiturico + 15 gr. de acido tricloroacético + 2.5 mL. de acido
clorhidrico en un volumen final de 100 mL.), para luego incubarse por 20 minutos a 94°C en
bafio maria. Al término de la incubacion, las muestras adquirieron un color rosado y se
dejaron enfriar directamente en hielo por 5 minutos; posteriormente se centrifugaron a 3,000
xg por 15 minutos. Por ultimo, la densidad 6ptica de las muestras se cuantificd a una longitud
de onda de 532 nm en un espectrofotometro Genesys 8 ThermoSpectronic. Los resultados

se expresaron como nanomoles de sustancias reactivas al TBA por miligramo de proteina.

7.6 Estimacion de la funcionalidad mitocondrial

La funcionalidad mitocondrial se evalué por medio del ensayo de reduccion del MTT,
siguiendo la descripcion de estudios previos (Pérez-De La Cruz et al., 2006). Esté método es
empleado usualmente como un indice del estado funcional de la cadena respiratoria, ya que
la formacion de sales de formazan ocurre por la accion de las deshidrogenasas
mitocondriales de células viables. Se tomaron 250 pL de las fracciones sinaptosomales que
previamente se expusieron a los diferentes tratamientos, y se les agregaron 10 uL del
reactivo de MTT (5 mg/mL) para volverse a incubar a 37°C por 20 minutos. Después de la
incubacion, las muestras se centrifugaron a 15,300 xg durante 3 minutos, y al término se
desechoé el sobrenadante, y la pastilla se resuspendié con 500 pL de isopropanol acido. Por
ultimo, se cuantificd la produccion de sales de formazan en un espectrofotometro Genesys 8
ThermoSpectronic a 570 nm de longitud de onda. Los resultados se expresaron en

porcentajes de reduccion de MTT con respecto al control.



7.7 Determinacidn de los niveles de glutation reducido (GSH)

Los niveles de glutation se midieron a través de la deteccion fluorometrica posterior a la
incubacion con O-ftaldialdehido (OPA), de acuerdo al reporte de Hissin y Hilf (1976). Al
término de los diferentes tratamientos, se tomaron alicuotas de 250 uL de las fracciones
sinaptosomales y se les agregaron 3.5 mL de buffer de fosfatos—EDTA (fosfato de sodio 0.1
My EDTA 0.005 M, pH 8). Se mezclaron y se quitaron 500 uL, los cuales se guardaron a -
70°C para posteriormente cuantificar proteina. Después se le afiadié 1 mL de acido fosférico
(HPOs3) al 25 % y se centrifugaron a 3,000 xg a 4°C durante 15 min, al término de los cuales
se tomaron 500 pL del sobrenadante y se le afiadié 4.5 mL del buffer de fosfatos—EDTA. De
esta mezcla se tomaron 100 uL y se le afadié 1.8 mL del buffer de fosfatos—EDTA y 100 uL
del reactivo OPA (1 mg/mL en etanol). Se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente
por 15 minutos protegidos de la luz.

Se prepard una curva estandar de GSH con un rango de concentraciones de 0 a 0.015
pMg/mL. Todos los puntos de la curva se trataron de la misma manera que las muestras.
Finalmente, la fluorescencia de las muestras y la curva se determind en un espectrémetro de
luminiscencia Perkin-Elmer LS-50B, usando las longitudes de onda de excitacion y emision
de 350 y 420 nm, respectivamente. Los resultados se expresaron en ug de GSH por mg de

proteina.

7.8 Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (Gpx)

La actividad de la GPx se mididé por el método de Lawrence y Burk (1976), en el cual la
GPx cataliza la reduccion del H,O, acoplado a la oxidacién del GSH, y esté a su vez es
reducido por accién de la GR, utilizando como co-factor al NADPH. La disminucién de la

concentracion de NADPH se detectd a una longitud de 340 nm (Figura 20).
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Figura 20. Reaccion utilizada para medir de la actividad de la Gpx.

Al término de los tratamientos, las muestras se sonicaron durante 10 min y se
centrifugaron por 5 min a 3,000 xg. Posteriormente, en una celda de cuarzo se mezclaron
100 uL del sobrenadante de la muestra y 800 uL de la mezcla de reaccion (EDTA 1 mM,
Azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y U de GR/mL en amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7). Se analiz6é un tubo inespecifico adicional con 100 pL del amortiguador
de fosfatos; tanto el tubo como las muestras se dejaron incubar por 3 min a temperatura
ambiente y se les adicion6 100 pl de la solucion de H,0O, (30 mM en amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7). Se agito y se leyo la absorbancia a 340 nm mediante una curva de calibracion
de cinética simple medida cada 30 seg por 3 min. La actividad de la GPx se expresdé como
unidades de actividad/mg proteina. Una unidad de actividad de GPx se define como la

cantidad de enzima que oxida 1 ymol de NADPH por min.

U/mag prot = {[AA340/min]muest- ([AA340/min]inesp)/(6.22%100)
mg prot /mL sobrenadante

donde [AA340/min] representa los cambios en la absorbencia por minuto de la
muestra y del tubo inespecifico, respectivamente, y 6.22*100 representa el coeficiente de

absortibidad ymol del NADPH a 340 nm.

7.9 Estimacién de la actividad de la glutation S-transferasa (GST)

La actividad de la GST se midié por el método de Habig y Jakoby (1981), el cual

cuantifica la aparicion del complejo tioéter glutation dinitrobenceno a 340 nm, cuando se



conjugan GSH y 1-cloro 2,4-dinitrobenceno (CNDB) (Figura 21).

NO, NO,
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Figura 21. Reaccioén utilizada para medir la actividad de la GST.

Al término de los tratamientos, las muestras se sonicaron durante 10 min y se
centrifugaron por 5 min a 3,000 xg. Posteriormente, en una celda de cuarzo se mezclaron
200 pL del sobrenadante de la muestra, 730 pL del amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7), 20
ML de GSH 100 mM y 50 uL del CNDB 20 mM en DMSO. Se agité y se leyo la absorbancia a
340 nm mediante una curva de calibracion de cinética simple medida cada 30 seg por 3 min.
Se calibré con 930 pL de amortiguador de fosfatos, GSH y CDNB. La actividad de la GST se
expresd como unidades de actividad/mg proteina. Una unidad de GST se define como la
cantidad de enzima que cataliza la conjugacién de 1 umol de CDNB con GSH por minuto a

pH 6.5y a 25°C.

U GST/ImL = [(AAzggMuestra — AAzBlanco)/9.6]* 0.1mL
mg prot /mL sobrenadante

donde [AA340/min] representa los cambios en la absorbancia por minuto de la
muestra y del blanco, respectivamente, y 9.60 representa el coeficiente de extincion mmol a

340 nm.

7.10 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se empleo el método de Lowry y colaboradores



(1951). Este método se basa en la reactividad del nitrégeno contenido en los enlaces
peptidicos de las proteinas con los iones de cobre bajo condiciones alcalinas, y en la
reduccion del reactivo Folin a un color azul intenso por la oxidacion de los residuos fendlicos
de tirosina. Se realizé una curva estandar utilizando albumina de suero de bovino (ASB) a
concentraciones de 0 a 50 pg de proteina. A las muestras que fueron sometidas a los
tratamientos se les hizo una dilucién 1:100 y se tomaron 200 yL de la dilucion para luego
llevarles a 1mL con la solucién C (50 mL de solucion A: Na,COs3 al 2% + NaOH al 0.4% +
Tartrato de sodio al 0.02% + 1 mL de solucion B: CuSO4 al 0.5%). La mezcla se deja reposar
por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se afiade 100 uL de la soluciéon D
(dilucién 1:1 del reactivo de Folin 2.0 N) con agitacion simultanea. Esta mezcla se deja
incubando por 30 min a temperatura ambiente. Por ultimo la densidad 6ptica de las muestras
y la curva se cuantificé a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotometro Genesys

8 ThermoSpectronic. Los resultados se expresaron como mg/mL de muestra.

7.11 Analisis Estadistico

Todos los resultados se expresaron en valores promedio + error estandar de la media
(E.E.M.) Se les aplicé un analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey para
comparaciones multiples de medias, utilizando el software Prism 4.02 (GraphPad, San Diego,

CA, EU). Valores de P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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8. Resultados

8.1 Efecto de la a-mangostina sobre la peroxidacion de lipidos inducida
por QUIN, 3-NP y FeSO,.

En la figura 22 se presenta la peroxidacién de lipidos inducida por el QUIN sobre las
fracciones sinaptosomales, la cual aumenta en un 32% con respecto al grupo control. Por su
parte, la administracion de la a-mangostina disminuyé la peroxidacién inducida por la toxina
incluso desde la concentracidon mas baja utilizada 10 uM, la cual baja la peroxidacion a un

3% por arriba del control, y la concentracion mas alta aminoré la peroxidacién hasta en un

13% por debajo del control.
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Figura 22. Efecto de la a-mangostina sobre la peroxidacion de lipidos inducida por el QUIN
[100 uM] después de 1 hora de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs. Control; +P<0.05 vs QUIN.
Los datos se presentan como promedios + E.E.M.; n= 5 experimentos por grupo. TBA= acido

tiobarbiturico, MDA= malondialdehido, QUIN= &cido quinolinico, a-Man= a-mangostina.



En la figura 23 se presenta el efecto del 3-NP sobre la peroxidacion de lipidos, el cual
incrementd dicho marcador en un 52% con respecto al control. La a-mangostina inhibio la
peroxidacién a un 5% por arriba del control en la concentracion de 10 yM, mientras que a

[500 uM], la peroxidacion se inhibidé en un 8% por debajo del grupo control.
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Figura 23. Efecto de la a-mangostina sobre la peroxidacion de lipidos evocada por el 3-NP
(1TmM) después de 1 hora de incubacién a 37°C. *P<0.05 vs Control; +P<0.05 vs. 3-NP;
++P<0.01 vs 3-NP. Los datos se presentan como promedios + E.E.M.; n= 5 experimentos
por grupo. TBA= acido tiobarbiturico, MDA= malondialdehido, 3-NP= acido 3-nitropropiodnico,

a-Man= a-mangostina.

En la figura 24 se observa el efecto peroxidativo del FeSO,4, el cual aumenta
drasticamente el dafo oxidativo (116% por arriba del control). Por su parte, la a-mangostina
[10 uM] atenud la peroxidacion a un 66% y la concentracién 500 uM lo hace a un 48%,

ambas por arriba del control. Todas las concentraciones probadas de la mangostina reducen



la accion del sulfato ferroso; sin embargo, ninguna de las concentraciones disminuyo

completamente la accién del mismo.
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Figura 24. Efecto de la a-mangostina sobre la peroxidacién de lipidos evocada por el FeSO4
(5 uM) después de 1 hora de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control;
+P<0.05 vs FeSO4; ++ P<0.01 vs FeSO4. Los datos se presentan como promedios + E.E.M;
n= 5 experimentos por grupo. TBA= &cido tiobarbiturico, MDA= malondialdehido, FeSO4=

sulfato ferroso, a-Man= a-mangostina.

8.2 Efecto de la a-mangostina sobre la disfuncion mitocondrial inducida
por QUIN, 3-NP y FeSO,.

En la Figura 25 se presenta la disfuncion mitocondrial inducida por el QUIN y 3-NP, tanto
el QUIN como el 3-NP producen una disminucion significativa (42% y 30%, respectivamente,

ambas por abajo del control) sobre la capacidad reductora mitocondrial comparado con el

control. El control representa el 100% de la capacidad reductora de la mitocondria. La



administracion de la a-mangostina + QUIN a concentraciones 10 yM y 500 pM resulté en un
14% y 6% de disminucion de la disfuncion mitocondrial producida por esta toxina, ambas por
debajo del control. Por su parte, la administracién de la xantona + 3-NP revierte el efecto de
esta neurotoxina a un 1% y 5% por debajo del control, utilizando las concentraciones mas

baja y alta, respectivamente.
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Figura 25. Efecto de la a-mangostina sobre la disfuncion mitocondrial inducida por el QUIN
[100 uM] y 3-NP [1 mM] después de 1 hora de incubacién a 37°C. Los datos se presentan
como promedios + E.E.M.; n= 5 experimentos por grupo. MTT= 3-(4,5-dimetiltiazol-2) 2,5-
bromuro difeniltetrazolio, QUIN= acido quinolinico, 3-NP= acido 3-nitropropidnico, a-Man= a-

mangostina.

Los datos obtenidos en los experimentos de reduccién de MTT con FeSO,4 solo y
FeSO,4 + mangostina resultaron en valores muy elevados (considerados artificiales), ya que
todos los valores se encontraban muy por arriba del 100% correspondiente al control. Este

hecho se puede deber probablemente al fuerte efecto que ejerce el FeSO, como molécula



pro-oxidante, y por lo tanto, la técnica de reduccion de MTT resulta inespecifica para este
experimento (datos no presentados), orientdndose a la deteccion colorimétrica de

marcadores de dano oxidativo.

8.3 Efecto de la a-mangostina sobre los niveles de glutation (GSH)
inducido por QUIN, 3-NP y FeSO,.

Los niveles de GSH inducidos por el 3-NP disminuyen significativamente en un 41% con
respecto al grupo control (Figura 26). Por su parte, la administraciéon de la a-mangostina
recupera los niveles de GSH disminuidos por la toxina, incluso desde la concentracion mas
baja utilizada 10 yM, a un 1% y a un 12% en la concentracion mas alta 500 yM, ambas por

arriba del control.
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Figura 26. Efecto de la a-mangostina sobre los niveles de GSH inducido por el 3-NP [1 mM]
después de 1 hora de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs Control; **P<0.05 vs 3-NP. Los datos se

presentan como ug/mg proteina + E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. GSH= glutation

reducido, 3-NP= acido 3-nitropropiénico, a-Mang= a-mangostina.



En la Figura 27 se observa la drastica disminucion de los niveles de GSH inducida por
el FeSO4 en las fracciones sinaptosomales, disminuyendo en un 60% con respecto al grupo
control. Esta vez se requiri6 de una concentracién mas alta de la a-mangostina (25 uM) para
poder recuperar los niveles de GSH inducidos por esta toxina a un 6% por arriba del control;
por su parte, la concentracion de 500 uM de la mangostina recuper6 a un 16% los niveles de

GSH por debajo del control.
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Figura 27. Efecto de la a-mangostina sobre los niveles de GSH inducido por el FeSOq4 [5 pM]
después de 1 hora de incubacién a 37°C. *P<0.05 vs Control; **P<0.05 vs FeSO,. Los datos

se presentan como pg/mg proteina £ E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. GSH= glutation

reducido, FeSO4= sulfato ferroso, a-Mang= a-mangostina.

Los experimentos realizados sobre los niveles de GSH con QUIN [100 uM] resultaron en
valores similares al grupo control, y por lo tanto, no se encontré una diferencia significativa
entre los grupos control, QUIN y QUIN + a-mangostina. Aunque existen varias referencias

que evidencian la disminucién de los niveles de GSH inducido por el QUIN, nuestros



resultados pueden deberse al tiempo y tipo de preparacion utilizados para estos
experimentos (datos no presentados), dado que la concentracién de GSH en terminales

aisladas puede ser menor que en otras preparaciones bioldgicas.

8.4 Efecto de la a-mangostina sobre la actividad enzimatica basal de la

glutation peroxidasa e inducida por FeSO,.

En la Figura 28 se presenta el efecto de la a-mangostina per se sobre la actividad de la
GPx sin la adicién de ninguna toxina. Se observé un incremento en la actividad enzimatica; a
partir de la concentracion 25 uM aumenté un 209% este efecto con respecto al grupo control.
Dicho aumento se mantuvo en valores similares en las siguientes concentraciones crecientes

de la a-mangostina.
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Figura 28. Efecto de la a-mangostina sobre la actividad basal de la Gpx después de 1 hora
de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs Control. Los datos se presentan como U Gpx/mg proteina

+ E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. Gpx= glutatiéon peroxidasa, a-Mang= a-mangostina.



En la Figura 29 se presenta el efecto del FeSO,4 sobre la actividad de la Gpx, el cual
incrementa drasticamente la actividad de esta enzima un 245% por arriba del control. Por su
parte, la administracion del FeSO, en adicibn con la a-mangostina en todas las
concentraciones probadas incrementd dicha actividad; la concentracion mas baja de la
mangostina (10 uM) lo hiz6é un 264%, y la concentracién 500 yM aumenté un 199%, ambas

con respecto al grupo control.
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Figura 29. Efecto de la a-mangostina sobre la actividad de la Gpx inducido por el FeSO4 [5
MM] después de 1 hora de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs Control. Los datos se presentan
como U Gpx/mg proteina + E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. Gpx= glutatién peroxidasa,

FeSO,= sulfato ferroso a-Mang= a-mangostina.

8.5 Efecto de la a-mangostina sobre la actividad enzimatica basal de la

Glutation-S-transferasa e inducida FeSO,.

En la figura 30 se presenta el efecto de la a-mangostina per se sobre la actividad de la

GST sin la adicion de ninguna toxina. Como se puede observar en la grafica, aunque se nota



una tendencia a la disminucién de la actividad de dicha enzima, no se encontré ninguna
diferencia significativa entre los grupos, y solamente en la concentracién de 500 pM se
encontré una disminucion del 37% con respecto al grupo control. Estos resultados sugieren
un posible efecto nocivo por parte de la a-mangostina a concentraciones altas, lo cual se

refleja en una disminucién en la actividad de esta enzima.
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Figura 30. Efecto de la a-mangostina sobre la actividad basal de la GST después de 1 hora
de incubacién a 37°C. *P<0.05 vs Control. Los datos se presentan como U GST/mg proteina
+ E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. GST= glutatibn S-transferasa, a-Mang= a-

mangostina.

El efecto de la administracién del FeSO4 en la actividad de la GST no indujo ningun
cambio significativo con respecto al control (Figura 31). De igual manera la administracion de
la a-mangostina solo indujoé una disminucion (30% por debajo del control) en la concentracion

mas alta utilizada sobre la actividad de esta enzima. Los experimentos realizados con la GST



proporcionan fuerte evidencia de que esta enzima no esta participando en nuestro modelo

toxico.
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Figura 31. Efecto de la a-mangostina sobre la actividad de la GST inducido por el FeSO4

después de 1 hora de incubacion a 37°C. *P<0.05 vs Control. Los datos se presentan como

U GST/mg proteina + E.E.M.; n=2 experimentos por grupo. GST= glutatién S-transferasa,

FeSO4= sulfato ferroso, a-Mang= a-mangostina.



9. Discusioén

El estrés oxidativo/nitrosativo, la excitotoxicidad y el déficit energético son eventos que se
encuentran presentes en diversas enfermedades neurodegenerativas. Existe una
considerable cantidad de reportes que relacionan a dichos eventos con la neurodegeneracion
presente en diversas patologias. Los experimentos realizados en este trabajo recrean
parcialmente estos eventos toxicos al administrar FeSO4 (5 pM), QUIN (100 uM) y 3-NP (1
mM) como modelos de dafio neuronal. La a-mangostina, al ser administrada como
tratamiento protector en los diferentes experimentos logrd revertir/atenuar algunos de los
efectos del dafio oxidativo evocado por las neurotoxinas.

Existe una gran variedad de reportes tanto in vivo como in vitro que evidencian el
aumento de la peroxidaciéon lipidica por la administracion de las tres neurotoxinas en
diferentes preparaciones cerebrales. Este dafio oxidativo que ejercen dichas moléculas sobre
el SNC pone en riesgo la viabilidad celular del mismo (Chakraborty et al., 2001; Rodriguez-
Martinez et al., 2000; Leipnitz et al., 2005; Tunez et al., 2004; Pérez-De La Cruz et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo, tal y como se esperaban, muestran un
incremento en la lipoperoxidacion en los tres modelos de neurotoxicidad debido a su
actividad pro-oxidante. El FeSO4 por su parte, incremento drasticamente (116% por arriba del
grupo control) la peroxidacién lipidica en comparacion con QUIN y 3-NP, los cuales
presentaron efectos mas moderados (32% y 52%, respectivamente); sin embargo, los
efectos de estas toxinas lograron ser revertidos en diferente medida con la administracion de
la mangostina, sugiriendo que su toxicidad puede ser atenuada. Estos resultados son
similares a los anteriormente reportados por Pavlica y colaboradores (2005), lo cual sugiere
que el FeSO4 esta ejerciendo su efecto pro-oxidante a través de su disociacion e incursion

del hierro en la reaccion de Fenton, y generando de esta manera radicales libres,



particularmente el *OH, el cual se ha propuesto como el principal radical en iniciar la
peroxidacion de lipidos.

La administracion de la a-mangostina en los tres modelos logré disminuir la
lipoperoxidacién; tanto con QUIN como con 3-NP lo hizo incluso a condiciones por debajo del
control, mientras que con el FeSO, todas las concentraciones de la mangostina
disminuyeron la lipoperoxidacion, aunque ninguna logré hacerlo por debajo de las
condiciones basales. Esto sugiere que el mecanismo de accién del sulfato ferroso es mucho
mas potente al generar radicales libres, que el del QUIN y el 3-NP, y el efecto de la o-
mangostina contra este insulto toxico no es tan potente como para disminuir totalmente la
peroxidacion de lipidos.

La reduccién de MTT se toma como un indice del estado funcional de la cadena
respiratoria, por tal motivo se le ha relacionado con la viabilidad celular. En dos de nuestros
modelos (QUIN y 3-NP), la funcionalidad mitocondrial se redujo significativamente en un 42%
y 30% por debajo del control, respectivamente, sugiriendo que los mecanismos de accidn
(excitotoxicidad, déficit energético y produccién de ERO) de dichas toxinas afectan
directamente la integridad mitocondrial, lo cual desencadena eventos que guian a la muerte
celular. La administracion de la a-mangostina atenuo el dafio inducido por estas dos toxinas a
niveles muy cercanos al grupo control, sugiriendo que el dano en la funcionalidad
mitocondrial y la lipoperoxidaciéon son dos eventos que pueden estar estrechamente
relacionados. Ademas, la mangostina tiene la habilidad de preservar la capacidad reductora
de la célula. El hecho de que la a-mangostina restableciera los niveles de MTT y MDA frente
a los modelos téxicos sugiere ademas que la célula se encuentra en un estado de
“‘resistencia”, intentando sobrevivir al insulto toxico.

Los experimentos realizados de reduccién de MTT con FeSO4 soélo y FeSO4 + o-

mangostina resultaron en valores alrededor del 100% de la capacidad reductora. Estos



resultados fueron corroborados en una investigacion realizada en el 2005, en la cual al
evaluar la funcionalidad mitocondrial por el mismo método con FeSO, no se observo un
cambio significativo en la reduccion de MTT, y se requiri6 de concentraciones altamente
téxicas (1 mM) para poder observar una disminucion de dicho marcador (Pavlica et al.,
2005). De igual manera, otros autores han obtenido resultados similares al determinar el
efecto del hierro en la viabilidad celular medida por el ensayo de MTT, quienes concluyeron
que se requieren de concentraciones exageradas para poder lograr una disminucion
significativa en la viabilidad celular (Nara et al., 1999; Nufiez et al., 2004). Este hecho puede
deberse a el potente efecto del sulfato ferroso, lo cual hace que este método sea inespecifico
0 poco sensitivo para poder determinar el dafo inducido por esta toxina.

El sistema glutation es uno de los principales sistemas destoxificadores de la célula;
en el SNC juega un papel muy importante al mantener los niveles basales de ERO al
reaccionar con estos de manera enzimatica o no enzimatica, y al reaccionar con diferentes
xenobiodticos (Dringen, 2000). Nosotros analizamos 3 marcadores de dicho sistema para
poder establecer si la a-mangostina juega un papel al modular algun parametro de dicho
sistema.

El GSH es el principal antioxidante no enzimatico, por lo cual es de vital importancia
para que la célula mantenga en equilibrio los niveles de esta molécula. Diversos reportes han
observado una disminucion en los niveles de esta molécula en diferentes eventos de
neurodegeneracion, tales como el estrés oxidativo/nitrosativo, la isquemia cerebral, el
envejecimiento y la progresion de diversas patologias como la demencia tipo Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson (Aoyama et al., 2008; Yousuf et al., 2010; Aoyama et al., 2006;
Dringen, 2000).

La informacion reportada anteriormente sobre los niveles de GSH inducidos por QUIN,

sostienen que esta toxina disminuye significativamente dichos niveles, y que lo hace por un



mecanismo tipicamente de estrés oxidativo (Santamaria et al., 1999; Rodriguez-Martinez et
al., 2000; Swathy et al., 2010). Sin embargo, en el 2005, Leipnitz y colaboradores realizaron
experimentos en una preparacion rica en organelos celulares de corteza cerebral de rata, la
cual es similar a los sinaptosomas, probando la concentraciones 10, 100 y 500 yM de QUIN,
y no observaron ningun cambio significativo en los niveles de GSH. También determinaron
que al agregar una combinacién de Fe Il (2 uM) y QUIN, los niveles de GSH si disminuyen, lo
cual sugiere que el radical hidroxilo puede estarse formando a causa del Fe Il en
combinacion con el QUIN bajo estas condiciones experimentales. Los datos obtenidos en los
experimentos realizados en este trabajo, para determinar los niveles de GSH inducidos por
QUIN y QUIN + a-mangostina, resultaron en valores semejantes al grupo control y no se
observd ninguna diferencia significativa entre estos grupos. Dichos resultados concuerdan
con el trabajo de Leipnitz (2005), y pueden deberse en parte al tipo de preparacion utilizada.

Por otra parte, el 3-NP y el FeSO4 disminuyeron significativamente (41% y 60%,
respectivamente) los niveles de GSH con respecto al grupo control; sin embargo, el FeSO4
logré aminorar mayoritariamente dichos niveles, lo cual indica que estas dos toxinas son
capaces de alterar el perfil de este antioxidante enddgeno, y puede deberse en parte al
mecanismo de accion pro-oxidante de ambas moléculas.

La administracién de la a-mangostina en ambos modelos restauro los niveles de GSH
a valores similares al grupo control. Con el 3-NP logré hacerlo incluso desde la concentracion
mas baja (10 uM), y con el FeSOq lo hizo a partir de la concentracion 25 uM, evidenciando el
potente efecto de este ultimo al necesitar una mayor concentracién por parte de la
mangostina. Existen pocos reportes que investiguen el efecto de la a-mangostina sobre
diferentes antioxidantes enddgenos. En el 2007, Devi Sampath y colaboradores
determinaron, en un modelo de estrés oxidativo al miocardio, que la a-mangostina

incrementa los niveles de GSH a niveles cercanos al grupo control, lo cual corrobora



nuestros resultados al recuperar los niveles de GSH frente a diferentes modelos de dafio vy
generacion de ERO, evidenciando su efecto antioxidante.

Los resultados obtenidos de GSH son semejantes a otras investigaciones que indican
que el 3-NP y el FeSO4 disminuyen sus niveles en modelos in vivo e in vitro, y que este
efecto puede ser revertido por la administracion de antioxidantes (Binienda et al., 1998;
Kumar et al., 2010; Pavlica et al., 2005).

Al GSH se le han descrito una considerable variedad de funciones biologicas
importantes; una de éstas es la de reaccionar de manera no enzimatica con especies como
son el 0,*, *OH, NO*® y el OONO (Clancy et al., 1994; Winterbourn & Metpdiewa, 1994),
ademas de que tiene la capacidad de unir y transportar metales en el interior celular
(Fernandez & Garcia, 2008). Dichas funciones pueden estar participando en nuestro modelo,
aunque se necesitan mas experimentos en apoyo a esta hipotesis.

La Gpx es otro componente del sistema glutation y es la principal enzima en la via de
degradacion del H,O;, a H,O, para lo cual utiliza como donador de electrones al GSH. Esta
enzima protege a los lipidos de membrana y a macromoléculas del dafio oxidativo producido
por los diferentes peroxidos (Dringen et al., 2005).

No existe ningun reporte que ponga en evidencia el efecto de la a-mangostina per se
sobre la actividad de la Gpx; sin embargo, en el reporte antes mencionado de Devi Sampath
y col. (2007), los autores encontraron que la administracion de una catacolamina sintética
(isoproterenol, 1ISO) en ratas indujo una disminucién de la actividad de la Gpx, y el pre-
tratamiento con a-mangostina preservo la actividad de esta enzima en niveles comparables
al grupo control. En nuestro estudio, la administracion de la a-mangostina per se
sorprendentemente incrementd 2 veces la actividad de la Gpx a partir de la concentracion de
25 pM, y mantuvo un efecto similar en las concentraciones crecientes de la xantona. Este

hecho puede estar directamente relacionado con la disminucién en la lipoperoxidacion basal



en homogenados de cerebro de rata reportada por Marquez-Valadez y colaboradores en
2009, sugiriendo que el incremento en la actividad de la Gpx puede estar favoreciendo a la
célula para destoxificarla de las especies reactivas.

Por otra parte, los reportes que se tienen del efecto del hierro sobre la actividad de la
GPx en SNC son muy pocos, probablemente por el tipo de preparacién y células utilizadas
en cada modelo. En un modelo de dafio oxidativo inducido por Fe/Ascorbato en
sinaptosomas, la actividad de la GPx no se altera; sin embargo, en el 2004, en un estudio
acerca de la acumulacion progresiva de hierro en cultivo de células neuronales, la actividad
de esta enzima se incrementa de manera concentracion-dependiente (Nufiez et al., 2004).

Nuestros resultados corroboran los obtenidos por el grupo de Nufiez y colaboradores,
ya que al administrar el FeSO4 aumentd drasticamente la actividad de esta enzima, por lo
cual no se logré determinar el efecto de la a-mangostina sobre la actividad de la Gpx a
ninguna concentracion probada con FeSO,. Tal efecto del sulfato ferroso puede deberse en
parte, a una respuesta adaptativa de la célula contra el estrés oxidativo inducido por el hierro.

El incremento en la actividad de la Gpx puede deberse también a la posible
generacion del radical O,* por accién del FeSO,, el cual se reduce a H,O, por accién de la
SOD, y éste a su vez es reducido por accion de la Gpx. Este hecho fue anteriormente
reportado por Nara y colaboradores (1999), quienes encontraron que al administrar FeCl; a
células PC12 disminuyo la viabilidad celular e incremento la PL, mientras que al administrar
moléculas atrapadoras de radicales como MCLA y TEMPO (atrapadores de O*), manitol
(atrapador de *OH) y DABCO (atrapador de '0,), solamente el MCLA y TEMPO lograron
atenuar estos efectos, sugiriendo que el O,* puede estar jugando un papel importante en la
toxicidad del hierro, aunque el mecanismo por el cual se genera este radical no esta bien
esclarecido.

Aunque no existen reportes que evidencien la eficiencia catalitica de la GPx, existen



varias enzimas que tienen una gran eficiencia catalitica, por lo cual tiene la capacidad de
funcionar mejor con una menor cantidad de sustrato. Este hecho probablemente puede estar
sucediendo en nuestros experimentos con la GPx, y por ello se observa una gran actividad
enzimatica, aunque se requieren mas experimentos para poder sustentar esta hipoétesis.

La GST es otra enzima que forma parte del sistema glutation; su actividad cataliza la
conjugacion del GSH con una variedad de compuestos electrofilicos (Aoyama et al., 2008).
De igual manera que con la GPx, las investigaciones relacionadas con el efecto de la ao-
mangostina per se sobre la actividad de la GST son nulos; sin embargo, hay reportes que
evidencian una disminucién en la actividad de la enzima en un modelo de estrés oxidativo al
miocardio, y una recuperaciéon en la actividad de dicha enzima a causa del pre-tratamiento
con la mangostina (Devi Sampath et al., 2007).

Nufez y colaboradores (2004) investigaron el efecto del hierro sobre el contenido de
GSH y enzimas destoxificadoras como la GST, encontrando que el hierro incrementa la
actividad de esta enzima a concentraciones arriba de 10 uM, y que a concentraciones de 1 a
5 uM de Fe no se presenta un cambio significativo en la actividad de la enzima.

Los datos obtenidos en este trabajo muestran que en nuestro modelo y con la
preparacion utilizada, la GST no juega un papel importante debido a que en los experimentos
realizados (a-mangostina y a-mangostina + Fe) no se observd un cambio significativo en su
actividad y solamente en la concentracién 500 uM de la xantona se encontré una disminucion
significativa, sugiriendo un posible efecto nocivo por parte de la a-mangostina a esta
concentracion probada. El hecho de que la actividad de GST no mostrara cambios en su
actividad con FeSO,4 puede deberse a que probablemente se requieran concentraciones mas
altas de hierro y tiempos mas largos de tratamiento para poder alterar la actividad de esta
enzima, probablemente por protedlisis.

Tal y como lo reporta la literatura, al realizar una comparacién de nuestros 3 modelos



de dano neuronal, podemos decir que estas toxinas ejercen su dano por diferentes
mecanismos (excitotdxico, déficit energético y pro-oxidante); sin embargo, los 3 mecanismos
a diferente nivel desencadenan una respuesta de estrés oxidativo. Por otra parte, se sabe
que el FeSO4 actualmente es administrado por via oral como tratamiento para personas
anémicas, y que en este caso disminuye su potencial oxidativo debido a que es
imediatamente unido a proteinas transportadoras.

Por su parte, a la a-mangostina se le han atribuido una gran variedad de propiedades
medicinales, entre las que destacan la anti-tumoral, anti-inflamatoria y anti-oxidante. En
nuestro estudio es de vital importancia la actividad antioxidante que ejercié esta molécula
frente a nuestros 3 modelos de dafio oxidativo al reducir la lipoperoxidacion, re-establecer la
funcionalidad mitocondrial, y preservar los niveles de GSH, evidenciando de esta manera que
el estrés oxidativo y nitrosativo juega un papel muy importante en dichos modelos.

El tratamiento con a-mangostina fue capaz de rescatar a los sinaptosomas de diversas
alteraciones metabdlicas, sugiriendo asi su uso para evitar eventos de neurodegeneracion.
Es importante tener en cuenta que la preparacion utilizada es una primera aproximacion de lo
que puede suceder a nivel sinaptico; y seria de gran relevancia realizar investigaciones con
diferentes preparaciones, tales como rebanadas, células e incluso en organismos enteros,
los cuales involucran una mayor cantidad de factores, los cuales podrian estar participando
en el mecanismo antioxidante de la a-mangostina. Por ello, es necesario que se realicen mas
estudios para poder elucidar el o los mecanismos moleculares por los cuales podria estar
ejerciendo su efecto. Finalmente, esta xantona promete ser una herramienta util e importante

para diferentes retos farmacolégicos en los modelos de dafo neuronal.



10.

Conclusiones

Las fracciones sinaptosomales sometidas a 1 hora de incubacion con las diferentes
toxinas utilizadas como modelos de dano oxidativo muestran un alto grado de dafo
oxidativo producido por estas moléculas.

La administracion de la a-mangostina protege de la lipoperoxidacion inducida por los 3
modelos probados de manera concentracion-dependiente. Para el QUIN y el 3-NP
disminuye la lipoperoxidacién a niveles incluso por debajo del control, y con el FeSO4
también reduce la lipoperoxidacién sin llegar a niveles del control.

El QUIN y el 3-NP disminuyen significativamente la funcionalidad mitocondrial de los
sinaptosomas; por su parte la a-mangostina logré recuperar la capacidad reductora
mitocondrial contra estas dos neurotoxinas.

Los niveles de GSH disminuyen significativamente con la administracion de las toxinas
3-NP y FeSOy, y la a-mangostina restablecid los niveles de GSH en ambos modelos;
sin embargo, para el 3-NP lo hizo incluso desde la concentracion mas baja utilizada
(10 yM), mientras que para el FeSO4 requirio de una concentracion mas alta (25 uM)
para restablecer los niveles de GSH.

La a-mangostina per se incrementa la actividad de la Gpx a partir de la concentracion
de 25 pM y mantiene este efecto con las concentraciones crecientes de la misma; la
administracion del FeSO,4 y FeSO,4 + a-mangostina de igual manera incrementaron la
actividad de la Gpx, sugiriendo una posible respuesta adaptativa al estrés
oxidativo/nitrosativo por parte de la célula.

La enzima GST no juega un papel en nuestro modelo y condiciones probadas;
posiblemente se requieran de otras concentraciones de hierro y tiempos mayores de

incubacion para poder observar algun efecto en la actividad de esta enzima.



11. Perspectivas

La investigacidon realizada es wuna primera aproximacién al posible efecto
neuroprotector de la a-mangostina, frente a 3 diferentes modelos que recrean eventos de
dafio neuronal por mecanismos distintos. Asimismo, este trabajo revela los posibles
mecanismos mediante los cuales la a-mangostina estaria produciendo su efecto protector.
Por ello es de gran importancia continuar haciendo estudios con esta molécula para terminar
de elucidar el o los mecanismos a nivel bioquimico, molecular y celular, por los cuales actua.
Asi, la a-mangostina se va convirtiendo en una herramienta util e importante en el disefio de
terapias antioxidantes a nivel experimental, en un campo tan relevante como lo es el manejo

de alteraciones neuroldgicas.
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