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ABREVIATURAS

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4 isoxazolpropiénico.
ARE Elemento de respuesta antioxidante.

CAT Catalasa.

ERN Especies reactivas de nitrogeno.

ERO Especies reactivas de oxigeno.

FAD Flavin adenin dinucledtido.

FMN Flavin mononucleétido.

FJ-B Fluoro-jade B.

GPx Glutation peroxidasa.

GSH Glutation reducido.

GSSG Glutation disulfuro.

GST Glutatién S-transferasa.

H202 Perdxido de hidrégeno.

HyE Hematoxilina-eosina.

Keap 1 Proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch.
NADH Nicotinamida adenina dinucleotido.

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido.
NMDA N-metil-D-aspartato.

"‘NO Oxido nitrico.

NOS Sintasa de 6xido nitrico.

Nrf2 Factor relacionado al factor nuclear eritroide-2.
O2- Anion superoéxido.

‘OH Radical hidroxilo.

ONOO’ Peroxinitrito.

QUIN Acido quinolinico.

SAC S-alilcisteina.

SOD Superdéxido dismutasa.

SSI Solucién salina isotonica.
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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan una disfuncion progresiva
de la actividad cerebral, asi como pérdida celular en distintas regiones del cerebro.
Las causas son diversas, pero comparten aspectos fisiopatologicos como la
excitotoxicidad, causada por la sobreactivaciéon de los receptores de acido N-metil-
D-aspartato (NMDA), que incrementa los niveles de Ca?* intracelular e induce un
estado oxidante que causa dafno y muerte neuronal. El cerebro es vulnerable al
dafio oxidante y si la excitotoxicidad se mantiene por un periodo largo su
capacidad antioxidante es ineficiente. Un modelo experimental para estudiar la
neurodegeneracion es mediante la administracion intraestriatal de acido
quinolinico (QUIN), un agonista de los receptores NMDA, que induce un estado de
estrés oxidante/nitrosante en la célula. La busqueda de alternativas médicas para
contrarrestar los sintomas de las enfermedades neurodegenerativas aun continua.
Por ello, en este trabajo se evalud el efecto post-lesidén de la S-alilcisteina (SAC)
un compuesto del ajo que ha mostrado actividad como: antioxidante directo e
indirecto, antiapoptético, antiinflamatorio y neurotréfico; sobre las alteraciones
conductuales, morfologicas y bioquimicas que se inducen en el modelo con QUIN.
La SAC (100 mg/kg) se administré 24 h después del QUIN (240 nmol) y cada 24 h
durante 6 dias. Se evalud la simetria motora en los animales en los dias -1, 2y 6
de la administracion con QUIN. El dia 7 después de la administracion del QUIN se
evalué la conducta de rotacion, el dano histolégico mediante la tincion de
hematoxilina y eosina (HyE) y la neurodegeneraciéon mediante la tincién con fluoro
jade B (FJ-B). Se midio la actividad de las enzimas glutation S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx) y superéxido dismutasa (SOD); asi como la expresion
del factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) por Western blot. La
administracion de SAC disminuyé significativamente la conducta de simetria
motora y la conducta de rotacion; asi como los cambios morfolégicos en el
estriado, inducidos por el QUIN. El efecto protector de la SAC no estuvo
relacionado con cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes y en los
niveles del factor Nrf2. Sin embargo, el efecto protector de la SAC sugiriere que
podria ser utilizada como una alternativa terapéutica en las enfermedades
neurodegenerativas.
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1. Introduccioén
1.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas representan un grupo de padecimientos
cronicos que se caracterizan por una pérdida neuronal progresiva, afectando a la
poblacion general teniendo importantes repercusiones sociales y econdmicas
(Corona-Vazquez, 2002). Diversos factores genéticos y ambientales participan en
la etiologia de las enfermedades neurodegenerativas produciendo alteraciones de
los sistemas cognitivos, sensitivos y motores en diversas regiones del cerebro, lo
cual influye en el tipo de padecimiento y a su vez se refleja en las caracteristicas
de la enfermedad. Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer se ha observado
una deplecidén en neuronas colinérgicas del hipocampo, amigdala y corteza; en la
enfermedad de Parkinson son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
y ganglios basales las afectadas; en enfermedades como la de Huntington son las
neuronas espininosas medianas de los ganglios basales y del talamo y en la
esclerosis lateral amiotréfica se han descrito disminuciones en la poblacion de

motoneuronas (Jordan, 2003).

Sin embargo, estas enfermedades tienen en comun varios mecanismos de dano,
como lo son la generacion de radicales libres y la liberacién de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN), el aumento en la cantidad intracelular de
Ca2+, la excitotoxicidad, entre otros. Estos y otros mecanismos promueven la
muerte celular y de esta manera provocan la neurodegeneraciéon del tejido
cerebral (Martinez et al., 2003).

En la actualidad el estudio de las enfermedades neurodegenerativas y las
alternativas farmacoldgicas para estos padecimientos es de suma importancia, por
esta razén hoy en dia, la farmacologia se encuentra en la busqueda de nuevos
principios activos que interfieran con los procesos neurodegenerativos,
manteniendo abiertas dos grandes lineas de investigacion. La primera intenta
prevenir, retardar o paliar la aparicion de la sintomatologia propia de la alteracién

en los niveles de neurotransmisores, presentando como objetivo principal su
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mantenimiento. La segunda centra sus estudios en los procesos de muerte

neuronal y en la busqueda de farmacos que modulen las rutas moleculares y

celulares implicadas en estos procesos (Segura et al., 2003).

En México segun el INEGI 2014 las muertes ocasionadas por las enfermedades
del sistema nervioso central representaron la décima causa de muerte con un total
de 10,855 decesos (Figura 1), en esta categoria se encuentran las enfermedades
neurodegenerativas, las cuales en el mismo afio contribuyeron con el 34% de las

muertes (total de 3475 muertes).

Defunciones generales Por. Causas detalladas CIE Sequn: Ao de registro

160,000

Figura 1. Causas de mortalidad en México. Se observan las principales causas de muerte, siendo
la décima causa las enfermedades del sistema nervioso (INEGI, 2014).
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Las muertes asociadas a las enfermedades neurodegenerativas han ido en
incremento con los afios (Figura 2) debido a que este tipo de enfermedades en la
mayoria de los casos se presentan en la senectud y este tipo de poblacién en

México va aumentando con el paso de los afos.
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Figura 2. Mortalidad asociada a enfermedades neurodegenerativas. Se presenta el nUmero de
muertes asociadas a las principales enfermedades neurodegenerativas en los periodos
comprendidos del afio 2000 al 2014 (INEGI, 2014).

1.2 Excitotoxicidad

Uno de los mecanismos fundamentales en la muerte neuronal es la excitotoxicidad
(Olney, 1986), que se refiere a la lesidon y muerte de las neuronas derivadas de la
exposicién prolongada a glutamato debido a la afluencia excesiva de Ca?* vy
produccion de ERO que conduce a la activacion de enzimas que degradan
proteinas, membranas y acidos nucleicos (Dong et al., 2009).

El aminoacido glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema
nervioso central (Gazullaa & Cavero, 2006), se encuentra en concentraciones
elevadas en las terminales nerviosas, asi como en bajas concentraciones en el
espacio extracelular (< 1 uM) (Ottersen & Storm, 1984). Las neuronas

glutamatérgicas comprenden alrededor del 80% de la poblacion total de neuronas
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de la corteza cerebral (Somogyi et al., 1998), participa en varios procesos
fisiolégicos de importancia como el desarrollo de la plasticidad, la memoria y el
aprendizaje, asi como en varias patologias, como; epilepsia, isquemia cerebral,
Parkinson, esquizofrenia, entre otras (Amara & Fontana, 2002; Shigeri et al.,
2004). Las acciones fisiologicas del glutamato estan mediadas a través de la
activacién de dos familias de receptores: los receptores metabotropicos y los

receptores ionotrépicos (Lujan-Miras, 2005).

Los receptores metabotrépicos de glutamato comprenden una familia heterogénea
de receptores que estan vinculados a proteinas G, se han clonado y caracterizado
ocho receptores metabotropicos, mGIuR1s al mGIuR8s, que se dividen en 3
grupos de acuerdo a las vias de sefializacién que activan. A diferencia de los
receptores ionotropicos la unidn de glutamato a estos receptores no activa la
apertura de un canal de forma intrinseca, sino que regula indirectamente la
transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal a través de la activacion o
inhibicion de las diversas vias de sefalizacion. Por esta razon, la activacion de
éstos receptores es mas lenta en el inicio y mas duradera en comparacion con los

ionotrépicos (Simeone et al., 2004).

Los receptores ionotrépicos de glutamato se encuentran involucrados en la
neurotransmision rapida en el cerebro, son permeables a Ca?*, Na* y K* y se
clasifican en tres tipos, en funcion del agonista que los activa: receptores acido N-
metil-D-aspartico (NMDA), receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) y receptores de acido kainico (kainato) (Lujan-Miras,
2005). Estos dos ultimos receptores también se clasifican como receptores no
NMDA (Nakanishi, 1992).

Los receptores NMDA (Figura 3) se componen de un conjunto de subunidades
heterotetraméricas NR1 y NR2, estos receptores son permeables a la afluencia de
Na*, Ca?* y el eflujo de K*. El sitio de uniéon a glutamato se localiza en la
subunidad NR2, mientras que el sitio de unién para la glicina se ubica en NR1.
Una caracteristica unica del receptor NMDA es su sensibilidad al voltaje
dependiente del Mg?*, que los mantiene bloqueados. Ademas, el complejo
receptor contiene sitios de union para una variedad de reguladores enddgenos,
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como poliaminas, zinc y protones. Cada subunidad tiene un dominio NHz terminal-
extracelular, cuatro dominios transmembranales (M1 a M4) de los cuales la
subunidad M2 contribuye al revestimiento del poro del canal receptor (Nakanishi,
1992).

NR1 Na*/Ca? NR2
NH,

Glu

Extracelular
[000))

;

Intracelular

Figura 3. Esquema de la estructura del receptor N-metiI-D-acs;ggr?ato (NMDA). Representacion
topologica de los tres segmentos transmembranales (M1, M3 y M4), el segmento y la horquilla
modelo de bucle de las subunidades NR1 y NR2. El segmento M2 de cada subunidad contribuye al
revestimiento del poro del canal receptor. Los sitios de unién para glutamato (Glu) y glicina (Gli) se
observan rodeados por circulos y alternativamente empalmados en rectangulos (exones 5, 21 y
22). El canal es permeable a iones Ca?*, Na* y K* (Tomada de Kutsuwada et al., 1992).

La activacion de los receptores no-NMDA induce la afluencia de iones Na* y salida
de K* y la posterior despolarizacion de la membrana plasmatica, la activacion del
ion Mg?* bloquea el canal del receptor NMDA. En el momento que el Mg?* es
removido, la union glutamato-glicina (co-agonista del glutamato) a sus sitios de
union activa los receptores NMDA, de esta manera hay una mayor entrada de Na*
y Ca?* a la célula (Sanchez et al., 2008). En otras palabras, la presencia de ambos
receptores al mismo tiempo en la misma neurona, tiene una funciéon secuencial,
iniciando por una rapida despolarizacion inicial que es mediada por los receptores
no-NMDA, seguido de una despolarizacion prolongada consecuente a la
activacion de receptores NMDA.

Ya que el glutamato activa a sus receptores, este debe ser eliminado del espacio

sinaptico; por uno de los tres mecanismos de eliminacién de neurotransmisores
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conocidos; difusion, degradacién enzimatica y recaptura. Este ultimo mecanismo
es el mas importante y cumple una doble funcion: por un lado, termina con la
accion sinaptica del glutamato y por el otro permite su recuperacion para que esta
molécula pueda ser eventualmente reutilizada. La recaptura del glutamato al
interior de las células se lleva a cabo por proteinas especificas llamadas
transportadores, las cuales utilizan los gradientes idnicos de sodio y potasio para
transportar al glutamato desde el espacio sinaptico hacia el interior de las

neuronas y las células gliales (Flores-Herrera et al., 2005).

El Ca?* tiene diversas funciones en las neuronas, estas lo utilizan en el control del
crecimiento celular y la diferenciacion (Yuste & Katz, 1991), en mantener la
estructura del citoesqueleto (Trifaro & Vitale, 1993), la excitabilidad de la
membrana (Marty & Neher, 1985), la exocitosis, la actividad sinaptica (Robitaille &
Charlton, 1992) y regulacién de la muerte celular (Buchholz et al., 2007). Debido a
que juega un papel muy importante a nivel neuronal su homeostasis es clave para

determinar la supervivencia o la degeneracion neuronal.

La célula posee hasta 7 mecanismos diferentes para mantener la concentracion
citoplasmatica de Ca?* a nivel submicromolar (Carafoli, 1987). La concentracion de
Ca?* intracelular se regula por proteinas de union especifica o secuestro a nivel de
los organelos de almacenamiento, como el reticulo endoplasmico y la mitocondria.

El reticulo endoplasmico presenta una bomba de Ca?*, pero tiene una baja
capacidad de transporte de este, mientras que sucede lo contrario con la
mitocondria ya que posee un canal uniporte energizado por el gradiente
electroquimico de protones en la membrana interior mitocondrial, el cual tiene una
alta capacidad de transporte, pero una muy baja afinidad por este cation (Carafoli,
1987). Ambos también poseen mecanismos de salida de Ca?*. La mitocondria
excluye al catién gracias a un intercambiador Na* /Ca?* (o en algunos casos
H*/Ca?*), el cual es electroneutro, mientras que la salida de Ca?* del reticulo
endoplasmico se logra a través de canales regulados: un canal de rianodina y un
canal sensible a fosfatidilinositol-3-fosfato (Berridge, 1984), en el cual se induce
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la liberacion cuando se produce este mensajero por accion de las diferentes
fosfolipasas C sobre el fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato, esto conlleva a la
liberacién del diacilglicerol, otro segundo mensajero fundamental, que a su vez
estimula la proteina cinasa C, con importantes implicaciones en los mecanismos

de sefializacion celular (Berridge, 1984).

Se ha identificado otra forma de regular el Ca?*, la cual estad presente en el
aparato de Golgi y en vesiculas secretoras de insulina en las células (3 del
pancreas (Mitchell et al., 2004). Sin embargo, en estas ultimas células su funcién
parece estar mas asociada a la secrecion de la hormona que a la regulacién
intracelular del Ca?*.

1.3 Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como el desequilibrio bioquimico producido por la
formacion excesiva de especies reactivas y radicales libres que provocan dano
oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por las defensas
antioxidantes, provocando un dafio potencial en el organismo (Halliwell, 1992). El
estado de estrés oxidativo tiene un papel crucial en la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer, Parkinson, Huntington

y esclerosis lateral amiotréfica (Pérez & Arancibia, 2007).

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, que en su estructura
atomica presentan uno o varios electrones desapareados en el orbital externo,
dandole una configuracion espacial que genera inestabilidad. Algunas de sus
caracteristicas es que son muy reactivos y tienen una vida media corta, por lo

tanto, actuan cerca del sitio en que se formaron (Venereo, 2002).

Como producto del metabolismo se generan distintos tipos de radicales libres,
como lo son: las especies ERO y ERN (Tabla 1). Estas se pueden clasificar en
especies radicales y no radicales y cuya principal fuente son la mitocondria, los
lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear, citoplasmica y el
reticulo endoplasmico. Aunque también son generados por diversos factores como

la contaminacion ambiental, la exposicion a radiaciones, el tabaco, los
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medicamentos y algunos xenobidticos como pesticidas, herbicidas y fungicidas
(Saavedra et al., 2010).

Cabe senalar que no todas las especies reactivas son radicales libres (Tabla 1), ya

que algunas no presentan las caracteristicas descritas anteriormente, pero su

importancia se encuentra en que pueden difundir y transformarse facilmente en

radicales libres, lo que les da la capacidad de ser dafiinas para la célula (Kohen &

Nyska, 2002).

Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN).

ERO ERN
Anién superoxido 02"
Hidroxilo "OH
RADICALES Oxido nitrico ‘NO
Peroxilo ‘'O0OR
Dioxido de nitrogeno NO2*"
Perhidroxilo ‘O0OH
Nitrato NOs*
Alcoxilo ‘'OR
Dioxido de carbono CO:"
Oxigeno singulete 1Zg"Oz
Peréxido de hidrogeno  H202 Acido nitroso HNO2
Acido hipocloroso HOCI Catién nitrosilo NO*
Ozono O3 Anidn nitroxilo NO~
NO Oxigeno singulete 1A902 Tetréxido de dinitrégeno  N204
RADICALES  |Peroxidos organicos ROOH [Trioxido de nitrégeno N20s3
Peroxinitrito ONOO"
Peroxinitrato 02NOO~
Acido peroxinitroso ONOOH
(9 )
L J



i

1.3.1. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular (O2) es uno de los gases mas importantes de la Tierra,
constituye el 21% de la atmdsfera, encontrandose en el 89% del peso del agua del
mar y al menos en el 47% de la corteza terrestre (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006). El oxigeno es indispensable para la vida de los organismos
aerobios, pero en altas concentraciones o bajo ciertas condiciones diferentes a las
normales, este puede llegar a ser toxico. La toxicidad del oxigeno se puede

explicar por la formaciéon de las ERO (Hansberg, 2002).

Las ERO representan la clase mas importante de especies oxidantes en los
sistemas vivos (Miller et al., 1990), de las cuales hay tres con una mayor
importancia fisiologica. Estas se forman como intermediarios en el proceso de

reduccion univalente de una molécula de O2 a H20 en el metabolismo celular,

estos intermediarios son; radical anion super oxido (O2"), peroxido de hidrogeno

(H202) y el radical hidroxilo (OH") (Figura 4) (Marin-Garcia, 2012), estas moléculas

tienen una gran capacidad de reaccion debido a su alta inestabilidad quimica.

€ c € c
02 —Ki—' 02‘- %—'Hzoz %T OOH%—V HZO
2H"

- +
H* H,0 H
Figura 4. Via de reduccion univalente del Oo.

La principal fuente endégena de ERO es la mitocondria debido a la fuga de
electrones durante su transporte en la cadena respiratoria (Dasuri et al., 2013). La

mitocondria es la fuente principal de generacion de O2" produciendo alrededor del

85% de este anion en la célula. Esta produccion se presenta cuando la

10
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mitocondria incrementa la actividad o hay inhibicion de la cadena respiratoria,
teniendo como resultado una produccion crénica de este radical favoreciendo un

estado oxidante en la célula (Maia et al., 2007).

La cadena transportadora de electrones (CTE) consta de cuatro complejos
proteicos (I, II, Il y IV) que a través de reacciones redox secuenciales transportan
electrones de un complejo a otro hasta llegar al O2 (Szewczyk & Wojtczak, 2002).
Durante este transporte puede ocurrir la pérdida del 2-5% de los electrones que
escapan para reaccionar directamente con el O: (Boveris & Chance, 1973) y
generar ERO. Estas son producidas principalmente por los complejos
mitocondriales | (NADH deshidrogenasa) y Ill (ubiquinona-citocromo bc1) y han
tomado importancia ya que se ha descrito que tienen participacion en diferentes
rutas celulares (diferenciacion celular, apoptosis, envejecimiento, etc.). Cuando
existe una sobreproduccién de esta moléculas contribuyen a la patogenicidad de

diferentes enfermedades (Hamanaka & Chandel, 2010).

Los complejos | y Ill de la CTE son los principales sitios de produccién de O:,

esto genera una incapacidad de las mitocondrias para poder producir adenosin
trifosfato (ATP) (Andreyen et al., 2005). La mitocondria cuenta con enzimas

antioxidantes como la superdoxido dismutasa dependiente de manganeso

(MnSOD) que a partir del O2", que se genera por la respiracion mitocondrial y es

liberado a la matriz mitocondrial, produce H202. Si el O2" es producido por el

complejo 1ll, este se libera al espacio intermembranal donde es convertido por la
superoéxido dismutasa dependiente de cobre zinc (Cu/Zn-SOD) en H202 (Wallace
et al., 2010).

Si la concentracion de O: rebasa los limites estimados, puede reaccionar en
presencia de hierro dando lugar a la formacion de radicales hidroxilo (*OH)

mediante la reaccion de Fenton. Asi mismo, el H202 y el O2"" pueden reaccionar

entre si, en presencia de cationes metdlicos, mediante la reaccién de Haber-

11
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Weiss, generando igualmente +«OH, una especie altamente reactiva y oxidante.

Alternamente el O2" puede reaccionar con el 6xido nitrico ("NO) para formar

peroxinitrito (ONOQ~) (Figura 5) (Halliwell, 1992; Peuchen et al., 1997).

Cadona do transporte
electronico mitocondrial

Xantina Oxidasa

0,+ OH- +

Figura 5. Esquema de generacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (Tomada de

Rodriguez, 2009). Oz~ anién superdxido, Oz oxigeno molecular, ‘NO o6xido nitrico, "OH radical
hidroxilo, ONOO- peroxinitrito, SOD superdxido dismutasa, H202 peréxido de hidrégeno.

La mitocondria y los peroxisomas son considerados como las maximas fuentes
productoras de ERO; sin embargo, existen otras fuentes endoteliales que forman
estas especies como lo son: 1) la NAD(P)H oxidasa localizada en la membrana
plasmatica de células de musculo liso vascular y células endoteliales. Estas

enzimas utilizan NADH o NAD(P)H como donadores de electrones para generar
O2" (Sumimoto et al., 2005); 2) la xantina oxidasa que utiliza xantina o hipoxantina
para originar acido urico. Existe en dos formas, una deshidrogenasa que origina
NADH y una oxidasa que genera Oz~ (Hammarstrom et al., 1999); 3) la sintasa de

oxido nitrico (NOS) endotelial es un homodimero, cuyos monomeros se
constituyen por un dominio de reductasa (con sitios de enlace para NADPH y

nucledtidos de flavina (FAD y FMN)) y por un dominio oxigenasa (conteniendo Zn,

12
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tetrahidrobiopterina, grupo hemo y L-arginina) que se encuentran unidas por la

region a la que se enlaza la calmodulina. En ausencia de cofactores como la

tetrahidrobiopterina, la NOS puede desacoplarse y reducir el O2 para producir O:

en lugar de transferir electrones a la arginina (Suzuki et al., 2006); 4) el citocromo
P450 que oxida acidos grasos insaturados y xenobioticos y reduciendo el Oz a O2
y/o H202 (Figura 6).

€Endotelina
Oxido nitrico A

Insulina

Isquemia-
Reperfusion
Factores de Hiperglucemia * | l::epono-
Citodnas  crecimiento LDL oxidada Reoxigenacion
LPS : Ac. grosos libres 9
b v I | I v
4 N
NADPH
Oxidasa
Mitocondria Citocromo
cadena P450
respiratoria
" 2 eNOS
antina oxidasa Desacoplada

A

Figura 6. Fuentes productoras de radicales libres (Tomada de Reyes et al., 2006). Oz~ anién
superéxido, XD xantina deshidrogenasa, XO xantina oxidasa, eNOS sintasa de 6xido nitrico

endotelial, LPS lipopolisacarido, LDL lipoproteina de baja densidad
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1.3.2. Especies reactivas de nitrégeno

Las ERN incluyen especies derivadas del nitrdgeno que pueden o no ser radicales

libres. Entre las ERN se encuentran las especies radicales; oxido nitrico ('NO) y

dioxido de nitrégeno (NO2) asi como los no radicales; cation nitronio (NO?*) y

peroxinitrito (ONOQO7), entre otros (Tabla 1). Dentro de las ERN, el ‘NO, es de gran

importancia debido a que es una molécula de sefalizacién que esta involucrada
en numerosos procesos biolégicos. Entre sus funciones se encuentran: 1) el
control de la presion sanguinea, actuando como factor de relajacion de vasos y
musculo liso; 2) participacién en el proceso de neurotransmision; 3) componente
del sistema inmune en la via fagocitica; y 4) la regulacion de caspasas, las cuales

estan involucradas en procesos apoptoticos (Chirino et al., 2006).

El 'NO es generado en los tejidos biolégicos por la familia de isoenzimas de la
NOS, que lo sintetiza a partir de la L-arginina, O2 y NADPH (Figura 7). Existen tres
isoformas de esta enzima, producto de tres genes distintos: la tipo | o neuronal
(nNOS) vy la tipo Ill o endotelial (eNOS) son constitutivas y reguladas por
concentraciones intracelulares del complejo Ca?*-calmodulina. La isoforma tipo Il o
inducible (iNOS) es independiente de Ca?*y es regulada transcripcionalmente por
citocinas. En presencia de Oz, estas isoenzimas catalizan la conversién de L-
arginina a L-citrulina con la formacion de ‘NO a través de una reaccidén oxidativa
(Valko et al., 2007; Ljubuncic et al., 2010).

14

——
| —



©

_— L-arginina+0+NADPH+H"

I-*" Miascondria ™, Sintasa de dxido nitrico
- O+ Te—ely -
e S — L -clirubnasMa0e
MADPH
Cwidasa ™ s H*
O+ NADPH+H" = 0,V «NO* = OO = HONOOD
1 +
MO
Earmit=na "
T, [ONOOND]  OH* + NO™
i P45 oxidasa iy
. Citocromebs o 2NOH

Figura 7. Esquema de generacion de especies reactivas de nitrégeno. La reaccién entre el anién

superoxido (O2-) y el éxido nitrico (‘(NO) permite la formacion de (ONOQO"), el cual a su vez es
precursor de otras ERN como el acido peroxinitroso (HONOO) y del radical diéxido de nitrégeno

(NOz"). El O2- se forma de la reduccion del oxigeno molecular por un electrén que puede provenir
del transporte de electrones en la mitocondria o el reticulo endoplasmico o de la accién enzimatica

de diversas enzimas como la NADPH oxidasa. El ‘NO proviene de la reacciéon enzimatica de la
NOS (Tomada de Chirino et al., 2006).

1.4 Sistemas antioxidantes

De acuerdo a la definicion de Halliwell y Gutteridge un antioxidante con funcién
biolégica es cualquier sustancia que, retarda, previene o0 remueve
significativamente la oxidacién de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge, 2015). En
bioquimica puede considerarse como un donador de electrones capaz de evitar
una reaccion en cadena de 6xido-reduccion (Ames et al., 1993). Los antioxidantes
se han clasificado de diferentes maneras, de las cuales las mas utilizadas
establecen las diferencias de acuerdo a su estructura quimica y funcion bioldgica,

dividiéndolos en enzimaticos y no enzimaticos.

Las defensas antioxidantes evitan la reduccion univalente del Oz (Krinsky, 1992).
Dentro de los antioxidantes enzimaticos se han descrito un grupo de enzimas
especializadas en inactivar por diferentes mecanismos las ERO, como es el caso
de las superoxido dismutasas (Cu-SOD y MnSOD), la catalasa (CAT)
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y la glutation peroxidasa (GPx), entre otras. Ademas, la célula cuenta con enzimas
que se encargan de detoxificar compuestos electrofilicos, conocidas como
enzimas de fase Il, como la familia de las enzimas de la glutatién-S-transferasa
(GST).

Algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el glutation en su forma reducida
(GSH), algunos minerales como el selenio, el zinc, o vitaminas como la riboflavina,
el acido ascorbico (vitamina C) y el a-tocoferol (vitamina E). Estos son esenciales
para la defensa contra el dano oxidante debido a que actuan como cofactores de
las enzimas antioxidantes (Krinsky, 1992) y en algunos casos, pueden atrapar

algunas especies antioxidantes.

Los sistemas de defensa antioxidante pueden actuar de la siguiente manera
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006):

a) Agentes que cataliticamente remueven los radicales libres y otras especies
reactivas. Ejemplos: enzimas como SOD, CAT, GPx y antioxidantes especificos

para el grupo tiol.

b) Proteinas que abaten la disponibilidad de los pro-oxidantes como los iones de
hierro o cobre, y el grupo hemo. Ejemplos: ferritina, transferrina, haptoglobinas,

hemopexina, metalotioneina o la hemooxigenesa.

c) Proteinas que protegen biomoléculas contra el dafio (incluyendo el estrés
oxidativo) por otros mecanismos. Ejemplo: proteinas de choque térmico
localizadas en el reticulo endoplasmico, el periplasma y el citoplasma. Tienen
como funcion la estabilizacién y cobertura de la estructura proteica parcialmente

plegada.
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d) Agentes de bajo peso molecular que atrapan ERO y ERN. Ejemplos: el
glutation, la bilirrubina y el acido urico. Algunos agentes antioxidantes de bajo

peso molecular que provienen de la dieta, la vitamina C y el a-tocoferol.

1.5. Enzimas antioxidantes y de fase Il

1.5.1. Superéxido dismutasa (SOD)

Los oligoelementos cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn) y zinc (Zn) forman
parte de la estructura proteica de la SOD que es una metaloenzima, estos
oligoelementos dan lugar a tres tipos de SOD en mamiferos (Jaramillo et al., 2005)
las cuales estan localizadas en lugares especificos. La SOD 1 o Cu/Zn-SOD que
contiene cobre y zinc se ubica en el citoplasma y en el espacio inter-membranoso
mitocondrial, la SOD 2 o Mn-SOD contiene manganeso y se localiza en la matriz
mitocondrial y la SOD 3 o Cu/Zn-SOD que al igual que la SOD 1 contiene cobre y
zinc, pero esta localizada en el fluido extracelular (Gémez-Quiroz & Cuevas-Bahia,

2008). Una de las funciones mas importantes de la SOD es catalizar la

dismutacion del O2” a H202, para lo que no requiere de co-sustratos. Su principal

funcion es la proteccion contra el O2” (Reaccion 3) (Venereo, 2002).

02. B . 02° T 2HY — H202 + 02 Reaccion 1

1.5.2. Glutation peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa es una selenoenzima o enzima dependiente de selenio
que cataliza la reduccion del H202 o lipoperdxido (LOOH), utilizando como agente
reductor el GSH. Los productos de reaccion son el glutation disulfuro (GSSG) vy el
agua (Reaccion 1) (Maiorino et al., 1991). Se encuentra presente en varias
isoformas, entre las que se encuentran la GPx citosdlica, la GPx plasmatica y la

GPx de fosfolipidos. (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).
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H>O> + 2GSH — GSSG + H2O  Reaccion

La GPx también cataliza la reduccion de peroxidos empleando dos moléculas de
GSH. Los productos de la reaccion son glutation oxidado (GSSG) y agua

(Reaccion 2).
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H20 Reaccion 2

Esta enzima se encuentra dentro de las enzimas reguladas por la activacién del
factor de transcripcién Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002).

1.5.3. Glutation S-Transferasa (GST)

Las GST son una familia de enzimas que poseen dos isoformas: las GST
citosdlicas y las GST microsomales, estas a su vez se encuentran subdivididas.
Las primeras se encuentran constituidas por dos subunidades idénticas, mientras
que las GST microsomales son trimeros (Sharma et al., 2004). Su funcién primaria
es catalizar la conjugacion del GSH con una gran cantidad de compuestos
organicos (RX) (Reaccion 4). Las GST pueden reducir hidroperédxidos de lipidos
por medio de una actividad de GPx independiente de selenio; también pueden

detoxificar al 4-hidroxinonenal un producto final de la peroxidacion de lipidos.

GSTs
RX + GSH —— RSG + HX

Reaccion 4
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1.6. Factor de transcripcion Nrf2

Las ERO y ERN juegan papeles importantes en diversas vias metabdlicas y de
sefalizacion, por lo que la presencia de estas especies es necesaria para el buen
funcionamiento de las células. Las ERO y ERN deben encontrarse en un balance
para preservar la homeostasis celular. En caso de un aumento en las especies
oxidantes y disminucidén en las antioxidantes o viceversa las células han
desarrollado programas dinamicos para contener el estrés causado por estas
moléculas. Se han descrito mecanismos que disminuyen la cantidad de ERO y
ERN o estimulan su detoxificacién en la fase | y Il en las cuales participan diversas
enzimas. En total se han descrito mas de 100 genes involucrados en la respuesta
antioxidante. Entre los factores de transcripcion que se activan por ERO y ERN
destacan el factor nuclear kK B (NF kB), la proteina activadora 1 (AP1) y el factor
relacionado al factor nuclear eritroide-2 (NFE2L2) conocido como Nrf2 (Fainstein,
2007).

1.6.1. Factor de transcripcion Nrf2 y la via Keap1/Nrf2/ARE

La induccion de la respuesta de fase Il protege a las células contra el dafo
generado por el estrés oxidativo. El analisis gendmico de las secuencias de sus
promotores ha revelado que coinciden en una secuencia especifica de unidn

llamada elemento de respuesta antioxidante (ARE).

Los ARE son elementos reguladores que actian en cis con una secuencia definida
como 5-TGACnnnGCA- 3', de los genes que codifican enzimas de fase Il, de
desintoxicacion y proteinas antioxidantes como la NAD(P)H: quinona
oxidorreductasa (NQO1), la GST y la glutamato cisteina ligasa (yGCL), entre otras.
Este elemento esta relacionado con Nrf2 que regula un amplio grupo de genes

antioxidantes y detoxificantes en diversos tipos de células (Lee y Johnson 2004).
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El Nrf2 pertenece a una familia de proteinas basicas con un caracteristico "zipper"
o cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal. La regidén basica de Nrf2 es la
responsable de la unién al DNA, mientras que la regidn acida se requiere para su
activacién transcripcional. Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoria
de las células, de modo que su actividad se mantiene estrictamente regulada. El

peso molecular bioldgicamente relevante de Nrf2 es 95-110 kDa (Lau et al., 2013).

Diversos estudios in vitro y en sistemas celulares de mamiferos llevaron a la
identificacion de la proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch (Keap1), que suprime
hasta en un 80% la traslocacién nuclear y actividad trancripcional de Nrf2
(Fainstein, 2007).

La proteina Keap1 murina estd formada por 624 aminoacidos con un peso
molecular de 69 kDa, y consta de cinco dominios, dos de los cuales se consideran

como dominios canonicos (Fainstein, 2007).

El Nrf2 en condiciones basales se encuentra unido a la proteina Keap1
reprimiendo su actividad, esta interaccion es insuficiente para mantener a Nrf2 en
el citosol y se ha descrito que Keap1 se asocia al mismo tiempo con el

citoesqueleto (Copple et al., 2008).

La degradacion de Nrf2 es un evento constitutivo que no requiere ninguna
modificacion post-transcripcional del sustrato y se ha sugerido que esto puede
deberse a que Keap1 funciona como un adaptador de sustratos para el
proteosoma. En cuanto a este mecanismo es importante mencionar que su
selectividad y especificidad estan dadas por una proteina llamada ubicuitina que
se une a las proteinas que se van a degradar. Estas proteinas ubicuitinadas son
reconocidas por un complejo conocido como proteosoma 26S que desdobla y
digiere a las proteinas. Este proceso de poliubicuitinacion y reconocimiento del
sustrato requiere de la participacidn de varias enzimas: las E1 que activan la

ubicuitina, las E2 que conjugan la ubicuitina y las E3 que unen la ubicuitina.
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Se ha demostrado que Keap1 es un adaptador que une a Nrf2 con Cul-3, una
proteina adaptadora del complejo E3 ubicuitina ligasa (Cullinan et al., 2004). De
esta manera la activacion de Nrf2 y su translocacion al nucleo dependen
directamente de su disociacion de Keap1, que debe ser fomentada por el estrés

oxidativo.

Las cisteinas son las responsables directas de la transformacion estructural de
Keap1 y de la liberacion de Nrf2, aunque aun no se ha determinado con certeza
cuales son las cisteinas que se modifican como respuesta a los inductores de
estrés y electréfilos. Se han sugerido como posibles candidatos a la cisteina 183,
o bien las cisteinas 273 y 288. En general se han propuesto 7 residuos de cisteina
cuyos tioles se oxidan o se modifican covalentemente permitiendo la disociacion
del complejo Nrf2-Keap1 (Figura 8) (Fainstein, 2007).

21

——
| —



Cul3
A
Keapl

Motivo DLG Motivo ETGE
Degradacion via proteosoma

Oxidantes
y/o Electrofilos

Disociacion del

,' SO -
Translocacion N %

al nacleo

Figura 8. Modelo de activacion de Nrf2.
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A) La homodimerizacién de Keap1 facilita la interaccién de Cul3 con los dominios BTB e IVR,
lo cual induce la ubicuitinacion de los residuos de lisina de Nrf2 y promueve su

degradacion via el proteosoma.

B) La presencia de agentes oxidantes y/o electrofilos oxida los sulfhidrilos de las cisteinas en
el dominio IVR de Keap1, promoviendo la disociacién del complejo Nrf2-Keap1. Los
oxidantes y/o electrofilos también inducen la fosforilacion del residuo de serina 40 de Nrf2,
y todos estos eventos culminan en la eventual translocacion de Nrf2 al nacleo. (Tomada de

Fainstein, 2007).

22

——
| —



i

1.7. Acido quinolinico

El acido quinolinico (QUIN) es una endotoxina que normalmente se encuentra en
el cerebro humano (Wolfensberger et al., 1983), es un metabolito endégeno del
triptéfano. Produce disminucion en el numero de axones en el cuerpo estriado;
esta lesion es muy similar a la que se observa en las enfermedades de
Huntington, Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica, entre otras. Se produce a
través de la via de la kinurenina, que es la principal ruta del catabolismo del L-
triptéfano. Esta ruta metabdlica es la principal encargada de la obtencién del

cofactor nicotinamida adeninadinucleoétido (NAD+) y la forma fosfatada (NADP™) a

partir del triptéfano (Figura 9) (Braidy et al., 2010). Dentro de los metabolitos
intermediarios se encuentra el QUIN que es la molécula de mayor importancia

bioldgica para realizar este estudio (Zadori et al., 2009).
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Figura 9. Principales reacciones y enzimas de la via de la kinurenina en células de mamiferos,
como una via alterna para la sintesis de NAD™ .
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El uso del QUIN como modelo excitotoxico, se debe a su gran similitud con el
glutamato y el NMDA (Figura 10). Su accion toxica se lleva a cabo por la
sobreactivacion de los receptores NMDA, lo cual produce un incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular, provocando la activacion de numerosas
enzimas asociadas a la produccién de ERO y enzimas relacionadas con el dafo
celular como proteasas, lipasas y endonucleasas, llevando asi a la muerte celular
(Aguilera et al., 2007; Maldonado et al., 2010; Pérez-Severiano et al., 2004;
Santamaria et al., 2001). El QUIN actua directamente sobre los receptores NMDA
que contienen las subunidades NR2A y NR2B (Ting et al., 2009) en el cerebro, la
region del estriado es en donde se encuentra un mayor numero de neuronas con
esta conformacién de subunidades en el receptor NMDA (Li et al., 2003). Por esta
razon su administracion en el estriado se ha usado como un modelo

excitotoxico/pro-oxidante (Schwarcz et al., 2010).

En diversos articulos se ha descrito que la administracion intraestriatal de 240
nmol de QUIN incrementa el nivel de ‘OH a los 60 min (Santamaria et al., 2001), la
lipoperoxidacién a las 2 h (Santamaria & Rios, 1993), la actividad de la NOS
dependiente de Ca?* desde los 30 min (Aguilera et al., 2007) y la oxidacién de
proteinas a las 6 h (Colin-Gonzalez et al., 2013; Santana-Martinez et al., 2014)
posteriores a la lesion. También disminuye los niveles de glutatién a partir de las 4
h (Santana-Martinez et al., 2014; Santamaria et al., 2001; Cruz-Aguado et al.,
2000).

| X COOH
=
N COOH
Acido Glutamato NMDA
quinolinico

Figura 10. Estructura quimica del 4cido quinolinico, el glutamato y el NMDA
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1.8. S-alilcisteina

El Allium sativum conocido comunmente como ajo estd compuesto por alrededor
de 30 sustancias principales que le confieren sus propiedades. Una de estas
sustancias organosulfuradas se encuentra mayoritariamente en el extracto de ajo
envejecido, la cual es llamada S-alilcisteina (SAC). Los efectos biolégicos de este
extracto son atribuidos a este compuesto, aunque la SAC también se puede
encontrar en otras presentaciones del ajo como un constituyente minoritario en el
ajo intacto (no mas de 30 pg/g en peso fresco) (Colin-Gonzalez et al., 2012;
Kodera et al., 2002), el ajo triturado (Yan & Zeng, 2005) y la cebolla (Hsu et al.,
2006).

La SAC se puede formar por dos medios; por medio de una reaccion enzimatica
apartir del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina a SAC mediante la enzima
y-glutamiltransferasa (Figura 11A) (Kodera et al., 2002), o a partir de una sintesis
quimica entre la L-cisteina y el bromuro de alilo (Figura 11B) (Maldonado et al.,
2003; Nagae et al., 1994).

A QO
I~ NH>
.\" e, Y 4 ‘._‘.,’ N ) )
H COOH v-glutamiltransferasa COOH
N\ \ N ' 3 VA 5 AN N
Z "N COOH ? N\ "N NNH,
y-glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina
B
0 Etanal NH,
il N‘L‘ S A
Br + HS Y OH - COOH
NH N3
Bromuro de aldo L-ostoina S-alic:gteina (SAC)

Figura 11. Sintesis enzimatica (A) y quimica (B) de la SAC.

26

——
| —



i

La SAC es un compuesto muy estable debido a sus propiedades fisicoquimicas,
se sabe que permanece de forma inalterada en solucién acuosa por 2 afos. Es un
polvo blanco cristalino, de olor caracteristico, no higroscépico y con un punto de
fusion de 223.3-223.7°C (Kodera et al., 2002; Lawson, 1998).

1.8.1. Efecto biolégico

La SAC tiene un gran numero de efectos farmacoldgicos en el tratamiento y
prevencion de diversas enfermedades; es por ello que recientemente la han
investigado a fondo ya que modula multiples mecanismos y sitios de accion,
siendo un candidato efectivo para el desarrollo de un nuevo farmaco (Ray et al.,
2011). Se ha descrito que la SAC tiene un gran numero de propiedades
antioxidantes estudiadas en modelos in vitro e in vivo. Estas propiedades la
incluyen como un agente cardioprotector, hepatoprotector, renoprotector,
quimiopreventivo, neuroprotector, entre muchos otros (Mostafa et al., 2000;
Maldonado et al., 2003; Cruz et al., 2007).

La SAC puede actuar como un antioxidante a través de diferentes mecanismos

como (Colin-Gonzalez et al., 2012):

» Atrapador de radicales libres (ERO y ERN), actuando como un antioxidante
directo.

» Transactivador del factor Nrf2 y subsiguiente activacion de la respuesta de

fase Il, actuando como un antioxidante indirecto.

* Inhibidor de algunas enzimas pro-oxidantes (xantina oxidasa, ciclooxigenas,
y NADPH oxidasa).

+ Quelante de metales como Fe?* y Cu?*, de esta manera se evita la reaccion

de Fenton.

Como se menciond anteriormente el Nrf2 regula la expresion inducible de un gran
numero de genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes, de esta manera

ofrece un efecto protector en modelos de estrés oxidativo. La disminucion de este
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factor es prevenida por la SAC, ya que es capaz de activarlo en diferentes érganos

como el cerebro, el higado y el rifidn (Gomez-Sierra et al., 2014).

El poder de la SAC abarca varias patologias, se ha informado que disminuye los
déficits de aprendizaje en ratones con senescencia acelerada (Nishiyama et al.,
2001) y en la enfermedad de Parkinson disminuye la pérdida de dopamina en
estriado y sustancia nigra inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinio
(MPTP) en ratones. En este mismo trabajo la SAC previno la disminucion de los
niveles del factor de transcripcion Nrf2 y de las enzimas Mn-SOD y hemo-
oxigenasa (HO-1) en animales tratados con MPTP; asi como la respuesta
inflamatoria provocada por esta toxina. En los animales control, la SAC incrementd
los niveles de estas dos enzimas (Garcia et al., 2014). En modelos experimentales
de la enfermedad de Huntington se encontré que el tratamiento previo con SAC
atenud la neurotoxicidad provocada por la administraciéon de QUIN en el estriado
en ratas (Pérez-Severiano et al., 2004); disminuy6é la lipoperoxidacion y la
disfuncion mitocondrial mediada por la toxina mitocondrial acido 3-nitropropionico
(Herrera-Mundo et al., 2009; Pérez-De La Cruz et al., 2006), y redujé la
lipoperoxidacién evocada por el QUIN en sinaptosomas de cerebro de ratas
(Pérez-De La Cruz et al., 2006; Elinos-Calderén et al., 2010). En la enfermedad de
Alzheimer se ha observado que la SAC restringe la activacion de varias cascadas
patolégicas relacionadas con la degeneracion sinaptica y la neuroinflamacion

asociadas con esta enfermedad (Ray et al., 2011),
1.8.2. Toxicidad

La SAC es considerada uno de los componentes biolégicamente activos del ajo
que no presenta toxicidad (Yan & Zeng, 2005). Su toxicidad es 30 veces menor
que otros compuestos del ajo como la alicina o el dialildisulfuro (Colin-Gonzalez et
al., 2012). La DLso de la SAC en ratones (macho 8.89 g/kg) es mucho mas alta
que la que se observa para la alicina (0.309 g/kg) o el dialildisulfuro (0.145 g/kg)
(Amagase et al., 2001). Otros estudios realizados han confirmado la baja toxicidad
de la SAC en ratas macho (10.94 g/kg) después de su administracion oral.
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La DLso de la SAC después de su administracion i.p. en ratas fue de 3.34 g/kg

este resultado es muy similar al de otros L-aminoacidos como la metionina 4.32
g/kg (Kodera et al., 2002).

En la literatura solo existe un reporte sobre la toxicidad subcrénica de la SAC, en
el que se evalud el efecto de la administracién oral diaria durante un mes con
diferentes concentraciones de SAC que iban de los 250 a los 2000 mg/kg de peso.
Se reportaron efectos negativos de la SAC a partir de las dosis mayores a 500

mg/kg de peso (Kodera et al., 2002).
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2. Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas representan un grupo de padecimientos
que afectan a la poblacién en general y de manera particular a los de edad
avanzada lo que conlleva a importantes repercusiones sociales y economicas
(Corona-Vazquez, 2002), debido a que estos padecimientos dafan gravemente
las funciones motoras, sensoriales y cognitivas del paciente, principalmente la

memoria, el aprendizaje, el lenguaje y la adaptacion social.

Este tipo de padecimientos son multifactoriales, siendo la predisposicion genética
y los factores ambientales las causas mas importantes (Manji et al., 2000; Payne
et al., 2002). Dos de los mecanismos que se han asociado con la muerte neuronal
en estos padecimientos es la excitotocicidad y el estrés oxidante. En este sentido
la administracién intraestriatal de QUIN genera un modelo experimental que
permite reproducir y estudiar ambos eventos. Ademas de evaluar la participacion

de los mecanismos de defensa antioxidante para contrarrestar el dano.

Por esta razon diferentes grupos de investigacion han centrado su atencion en la
busqueda de métodos preventivos y tratamientos que permitan contender contra
los efectos producidos por la excitotocicidad y el estrés oxidante en las
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, actualmente no existe una
terapia que sea realmente eficaz para disminuir las secuelas que muestran los
pacientes que sufren estos padecimientos; por ello, el desarrollo de protocolos que
evaluen terapias que pudieran ser efectivas en este tipo de pacientes es

importante.

De acuerdo con los antecedentes, se ha descrito en la literatura que el
pretratamiento con SAC ejerce un papel neuroprotector en diferentes modelos.
Este efecto se asocid con su capacidad de activar el factor de transcripcion Nrf2 y
con sus propiedades antioxidantes. Por ello, en este proyecto se evaluo el efecto
terapéutico de la SAC sobre los sistemas antioxidantes como una alternativa para
disminuir o contrarrestar el dafo causado por el QUIN lo que sugiere asi a la SAC

como una posible herramienta terapéutica contra este tipo de enfermedades.
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3. Hipétesis

Si el reto excitotoxico neuronal inducido por el QUIN, involucra una
sobreactivacion de los receptores NMDA y un estado de estrés oxidante, entonces
disminuira el dafo y la muerte neuronal tras la administracion post-lesion de la

SAC, al actuar como un antioxidante.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto terapéutico de la SAC sobre las alteraciones conductuales,
histologicas y bioquimicas que se inducen en animales que son tratados con
QUIN.

4.2. Objetivos particulares

» Evaluar el efecto de la SAC sobre la conducta de rotaciéon inducida con la
administracion de la apomorfina el dia 6 después de la infusién intraestriatal
con QUIN.

» Evaluar el efecto de la administracién de SAC sobre los cambios en la
ejecucion motora (numero de contactos con la pared del cilindro con
ambas extremidades superiores y con la extremidad delantera ipsilateral
al dano), los dias -1, 2 y 6 anterior y posterior a la administracion

intraestriatal con QUIN.

+ Evaluar el dafio morfolégico, mediante la tincion de hematoxilina y eosina, 7

dias después de la administracion intraestriatal con QUIN.

» Evaluar la neurodegeneraciéon mediante la tincion con fluoro jade B, 7 dias
después de la administracion intraestriatal con QUIN.
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Determinar el efecto de la SAC sobre la actividad de las enzimas GST, GPx
y SOD en el estriado de rata 7 dias después de la administracion

intraestriatal con QUIN.
Determinar el efecto de la SAC sobre la expresion del factor nuclear Nrf2

mediante Western blot 7 dias después de la administracion intraestriatal
con QUIN.
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5. Metodologia y Material

5.1. Reactivos

El QUIN se obtuvo de Spectrum Chemichal Mfg Corp (Gardena, CA, EEUU), la
apomorfina, el glutation reducido, la glutation reductasa, el p-nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato reducido (NADPH), el H202, la albumina sérica bovina (BSA) y
la glucosa 6-fosfato se obtuvieron de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EEUU). EI
fluoro jade B y la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se obtuvieron de
Millipore (Bedford, MA, EEUU). Los anticuerpos anti-Nrf2 y anti-Btubulina se
obtuvieron de Abcam (Cambridge, MA, EEUU). Los anticuerpos secundarios anti-
inmunoglobulinas de conejo y ratén se obtuvieron de Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc. (West Grove, PA, EEUU). El formaldehido se obtuvo de J.T.
Baker (Ciudad de México, México). Todos los demas reactivos fueron grado
analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales conocidas. Se utilizé agua
desionizada obtenida con un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, EEUU)

para preparar las soluciones.
5.2. Animales

Se emplearon ratas macho Wistar de 2-3 meses de edad, con un peso entre 270-
320 g. Todos los animales se obtuvieron del bioterio de la Facultad de Medicina de
la UNAM. Se mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura (25.8+
3°C) e iluminacién (ciclos de 12 h luz/oscuridad). Los animales se mantuvieron en
cajas de acrilico, con suministro de dieta estandar (Laboratory Rodent Diet 5001;
PMI Feed Inc., Richmond, IN, EEUU) y agua ad libitum. Todos los procedimientos
realizados en los animales se llevaron a cabo de acuerdo a las Guias para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los 13 Institutos Nacionales de
Salud. Durante los experimentos, se realizaron todos los esfuerzos para minimizar
el sufrimiento de los animales. El estudio realizado fue aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion en Animales del Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.
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5.3. Disefio experimental

Los animales se dividieron en 4 grupos al azar (n=6) como se menciona a

continuacion:

SHAM; se administré solucion salina isotonica (SSI) (intraestriatal) y SSI

(i.g.) a las ratas.

SAC; se administré SSI (intraestriatal) y SAC (i.g.) a las ratas.

QUIN; se administré QUIN (intraestriatal) y SSI (i.g.) a las ratas.

QUIN+SAC; se administro QUIN (intraestriatal) y SAC (i.g.) a las ratas.

Los animales de los grupos QUIN y QUIN+SAC recibieron 1 pyL de QUIN
(equivalente a 240 nmol). Los animales de los grupos SAC y QUIN+SAC
recibieron 6 dosis de SAC (100 mg/kg), iniciando 24 h después de la infusién
intraestriatal con QUIN o SSI segun el caso. Veinticuatro horas después de la
ultima dosis de SAC (dia 7) se sacrificaron los animales y de acuerdo al analisis a

realizar se obtuvo el estriado derecho o el cerebro total.
5.4. Lesion intraestriatal

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico (40 mg/kg, i.p.). Se
montaron en un equipo estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EEUU) para
recibir una inyeccioén unilateral con una micro-jeringa Hamilton (Hamilton Co.,
Reno, NV, EEUU) en el estriado derecho, de acuerdo a las coordenadas

estereotaxicas: +0.5 mm anterior al bregma, -2.6 mm lateral al bregma y -4.5 mm
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ventral a la dura. Se inyectaron 0.25 yL de QUIN (disuelto en SSI) cada 30 s,
hasta completar 1 uyL de QUIN (equivalente a 240 nmol) como volumen final.
Posteriormente se esperaron 2 min para para permitir la difusion del compuesto en
el estriado y se retird la jeringa cuidadosamente. Los animales de los grupos

SHAM y SAC recibieron 1 uL de SSI, siguiendo el mismo procedimiento descrito.

5.5. Valoracién motora

5.5.1. Prueba de asimetria motora

La prueba se realizé un dia antes de la lesion intraestriatal; asi como a los 2y 6
dias después ésta, siempre a las 08:00 pm. Las ratas se colocaron durante 5 min
en un cilindro de acrilico transparente (30 cm de alto por 20 cm de diametro).
Durante ese tiempo, se cuantifico el numero de toques con ambas extremidades
superiores, los toques con la extremidad superior ipsilateral (del lado de la lesion)
y los toques con la extremidad superior contralateral (lado opuesto de la lesién). El
porcentaje de uso de ambas extremidades se obtuvo de multiplicar el numero de
toques con ambas extremidades por 100 y dividirlo entre el numero de toques
totales. El numero total de toques corresponde a la suma del numero de toques
con ambas extremidades, mas los de la extremidad derecha, mas los de la
izquierda (Woodlee et al., 2005). Los datos se expresan como el porcentaje de uso
de ambas extremidades, el porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral y el

porcentaje de uso de la extremidad contralateral a la lesion.

Utilizando los mismos datos se graficd la puntuaciéon de asimetria. Este dato se
calculé al sumar los contactos ipsilaterales + %2 del numero de contactos con
ambas extremidades, entre el numero de contactos totales (contactos ipsilaterales
+ contralaterales + contactos con ambas extremidades). Esta grafica provee una
puntuacion de la asimetria total, donde un valor de 0.5 indica una exploracién
asimétrica con ambas extremidades, valores > 0.5 indican mayor dependencia en
el uso de la extremidad ipsilesionada a lado de la lesién, y valores < 0.5 indican

una mayor dependencia a utilizar la extremidad contralateral al sitio de la lesion.

35

——
| —



i

5.5.2. Conducta de rotacion

La conducta de rotacion se evaluo 6 dias después de la inyeccion intraestriatal con
SSI o QUIN. Se realizé mediante el método descrito por Maldonado et al. (2010)
en el modelo in vivo para determinar la relacion que existe entre el dafio en el
tejido cerebral y el comportamiento de rotacién inducido por la apomorfina. A cada
animal se le administr6 apomorfina (1 mg/kg s.c.) disuelta en SSI e
inmediatamente se colocaron en una caja de acrilico para su observacion. Cinco
minutos después de la inyeccién con apomorfina se registrd el numero de giros
ipsilaterales a la lesiéon durante 1 h. Cada rotaciéon se defini6 como un giro
completo de 360°. Los datos se expresan como el niumero de giros ipsilaterales en
1 h.

5.6. Perfusidn de ratas para obtencidn de cerebros y posterior inclusién

Seis dias después de la inyeccién con QUIN o solucion salina, los animales se
anestesiaron con una solucion inyectable de pentobarbital sodico (200 mg/kg, i.p.)
y se perfundieron via transcardiaca con solucién salina que contenia heparina en
una proporcién de 1/500 (v/v), seguida de una soluciéon de p-formaldehido 4%
(v/v). Se extrajeron los cerebros y se fijaron en una solucion de p-formaldehido 4%
durante 48 h. Posteriormente, lo cerebros se colocaron en casetes de inclusion de
forma individual, se deshidrataron gradualmente en etanol absoluto seguido de
xilol y se embebieron en parafina Paraplast Plus (McCormick scientific, St. Louis,
MO, EEUU). Se obtuvieron cortes de 5 um de grosor en un micrétomo Microm HM
325 (Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, EEUU), cada 50 ym de corte cubriendo

una distancia de 300 um (100 um anteriores y 100 um posteriores a la lesion).
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5.7. Tincion con hematoxilinay eosina (HyE).

Se obtuvieron cortes de 5 ym de grosor, los cuales se tifieron con hematoxilina-
eosina (HyE) y se visualizaron en un microscopio (Nikon Eclipse E200, TYO,
Japon) con el objetivo 40X. Se obtuvieron imagenes de 4 campos por corte,
mediante una camara Evolution MP 5.0 (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD
EEUU) a nivel de la zona dorso-medial del estriado inyectado. El criterio seguido
para la identificacion de dafio incluyod principalmente la presencia de nucleos
picnéticos, vacuolizacion citoplasmatica y pérdida de la basofilia (cariolisis). Los

datos se expresan como porcentaje de células viables por campo.

5.8. Tincion de verde de fluoro jade B (FJ-B)

Como marcador de degeneracion neuronal se realizo la tincion a FJ-B (Schmued
& Hopkins, 2000). Se obtuvieron cortes de 5 pym de grosor, los cuales se
sumergieron en xilol durante 10 min, en etanol 100% por 2 min, seguidos de una
solucién de NaOH 1% - etanol 80% durante 5 min y finalmente 2 min en etanol
70% (Millipore, Billerica, MA, EEUU). Posteriormente, los cortes se sumergieron
en una solucion de KMnOz4 al 0.06% durante 10 min en agitacion moderada, para
luego enjuagar con agua destilada durante 2 min. Las muestras se tifieron con una
solucién de FJ-B al 0.0004% durante 20 min y se realizaron 3 lavados con agua
destilada. El exceso de agua fue removido colocando las laminillas en una estufa a
50°C durante 15 min. Finalmente, los cortes se colocaron en xilol y se cubrieron
con medio de montaje no acuoso. Los resultados se expresan como el numero de

células positivas a FJ-B por campo.

5.9. Analisis por Western blot de Nrf2

Se prepararon cantidades iguales de proteina (100 ug) fueron separadas por

electroforesis en un gel de poliacrilamida 10% y se transfirieron a una membrana
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de PVDF (Kurien & Scofield, 2003). Las membranas se bloquearon 2 h con una
solucion de albumina 5% a temperatura ambiente en agitacién. Después se
incubaron con el anticuerpo policlonal primario anti-Nrf2 (1:1000) a temperatura
ambiente durante toda la noche en agitacion. Al dia siguiente, las membranas se
lavaron 3 veces con TBS-T al 0.1% y se incubaron con el anticuerpo secundario
(1:10000) por 2 h a temperatura ambiente en agitacion lenta. Los valores de
densidad optica (D.O.) relativa para cada banda se analizaron con el programa
Imaged y se normalizaron con la densidad oOptica de la banda correspondiente a
tubulina. Los resultados se expresan como la D.O. relativa de Nrf2/ D.O. relativa

de tubulina.

5.10. Obtencion de tejido para la medicion de la actividad enzimatica

Siete dias después de la inyeccion con QUIN o solucion salina, los animales se
decapitaron y los cerebros se removieron rapidamente. Se diseccioné en frio el
cuerpo estriado inyectado y se congelé a -80°C hasta su uso. El tejido se
homogeniz6 con un sonicador en 500 uL de amortiguador de lisis frio pH 7.9 que
contiene Tris-Base 20 mM, NaCl 30 mM, sacarosa 0.5 mM y Triton al 0.1 %,
enriquecido con inhibidores de proteasas (leupeptina 1 pL/ml, aprotinina 1
ML/mL, pepstatina 1 yL/mL y PMSF 1 uM). Posteriormente los homogenados se
centrifugaron (Eppendorf Centrifuge 5417R, Hauppauge, NY, EEUU) a 20,800 x
g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se utilizé para evaluar la actividad

enzimatica.

5.11. Actividad de la superoxido dismutasa total (SOD)

La actividad de la SOD total fue determinada por un método espectrofotométrico
utilizando nitroazul de tetrazolio como agente indicador (Maldonado et al., 2013).
La mezcla de reaccidn consistié en xantina 0.250 mM, EDTA 0.122 mM, NBT
30.6 uM, carbonato de sodio 49 mM y albumina sérica bovina al 0.006%. A 815
ML de la mezcla de la reaccién se anadieron 165 uL de homogenado (1:20) y se
incubaron por 15 min a 27 °C, previo al inicio de la reaccion por la adicion de 17
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ML de xantina oxidasa. Después de 10 min, la reaccion fue detenida con 330 pL
de cloruro de cobre 0.8 mM y la absorbancia se midié a 560 nm. La cantidad de
proteina que inhibi6 un 50% de la reduccion del nitroazul de tetrazolio se
considero como 1 U de actividad de la SOD. Los resultados se expresaron como

U/mg de proteina.

5.12. Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx se determiné6 mediante un método espectrofotométrico
basado en el consumo de NADPH previamente descrito por Carlberg &
Mannervik, (1975). La mezcla de reaccién consistio en un amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM,
glutation reductasa 1 U/mL y glutation reducido 1 mM. Cien pL de tejido
homogenizado se adicionaron a 800 uL de la mezcla de reaccion y se incubd por
5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, para dar inicio a la reaccion se
adicionarén 0.1 mL de H202 30 mM, la absorbancia se midié a una longitud de
onda de 340 nm durante 3 min cada 30 s. La actividad enzimatica se cuantificd
tomando en cuenta el coeficiente de extincion molar del NADPH (6.22 x 103 M-1

cm-1). La actividad de GPx se expres6 como U/mg de proteina.

5.13. Actividad de la glutation S-transferasa (GST)

La actividad de la GST fue determinada de acuerdo a un estudio previo (Habig et
al.,1974). La mezcla de reaccién contenia amortiguador de fosfatos 50 mM pH
6.5 y GSH 50 mM. La reaccion se inicid adicionando 50 yL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno 20 mM, la aparicién del complejo GSH-dinitrobenceno se midio
espectrofotométricamente a 340 nm cada 30 s durante 3 min. La actividad
enzimatica se calculé6 tomando en cuenta el coeficiente de extincién molar del
conjugado GSH-DNB (9.6 mM-'cm™") y se normalizé por la cantidad de proteina

presente en la muestra.
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5.14. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media * el error estandar de la media (SEM).
Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA usando el software

Prism 5.02 (GraphPad, San Diego, CA, EEUU). Un valor de P<0.05 se considerd
estadisticamente significativo.
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6. Resultados.

6.1. Valoracién motora

El uso de ambas extremidades delanteras presenté una mejoria significativa a los
6 dias de tratamiento con SAC (grupo QUIN+SAC) con respecto al grupo QUIN
(Figura 12). El grupo QUIN disminuyé el uso de ambas extremidades respecto al
grupo SHAM. No se observd ninguna diferencia significativa entre los grupos

SHAM y SAC durante los dias de la evaluacion (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de uso de ambas extremidades delanteras en la prueba de simetria motora
en ratas. Se inyecté en el estriado derecho 1 yL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240
nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante
6 dias. La evaluacion se llevé a cabo en los dias -1, 2 y 6 después de la inyeccion intraestriatal de
SSI o QUIN. Los valores se representan como la media + SEM (n=10). *P<0.05 vs QUIN, **P<0.05
vs SHAM.

La infusibn de QUIN (grupo QUIN) ocasioné un aumento en el uso de la
extremidad ipsilateral a la lesion (controlada por el estriado dafiado) con respecto
a los grupos SHAM y SAC (el grupo SHAM presentd un ligero aumento al dia 2 y
disminucién al dia 6 y el grupo SAC se muestra un ligero aumento con el
transcurso de los dias, para ambos grupos el aumento no fue significativo con

respecto al dia -1). Los animales que recibieron SAC después del QUIN (grupo
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QUIN+SAC) presentaron un comportamiento similar al dia 2 y una ligera
disminucion en el porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral a la lesién al dia 6
ambos dias con respecto al grupo QUIN (Figura 13); sin embargo, tampoco

existen cambios estadisticamente significativos entre ambos grupos.
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Figura 13. Porcentaje de uso de la extremidad ipsilateral en la prueba de simetria motora en ratas.
Se inyecto en el estriado derecho 1 pL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los
animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. La
evaluacion se llevo a cabo en los dias -1, 2 y 6 después de la inyeccion intraestriatal de SSI 6
QUIN. Los valores se presentan como la media + SEM (n=10). **P<0.05 vs SHAM.

El QUIN (grupo QUIN) provocd una disminucion en el uso de la extremidad
contralateral a la lesién que continu6é disminuyendo hasta el dia 6 con respecto a
los grupos SHAM y SAC (Figura 14). En los animales tratados con QUIN+SAC se
observd un aumento significativo en el uso de la extremidad delantera contralateral

en el dia 6 con respecto al grupo QUIN.
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Figura 14. Porcentaje de uso de la extremidad contralateral en la prueba de simetria motora en
ratas. Se inyectd en el estriado derecho 1 pL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol.
Los animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6
dias. La evaluacion se llevé a cabo en los dias -1, 2 y 6 después de la inyeccién intraestriatal de
SSI 6 QUIN. Los valores se representan como la media + SEM (n=10). *P<0.05 vs QUIN, **P<0.05
vs SHAM.

Se graficé la puntuacion de asimetria (Figura 15), en la cual se observa que el dia
-1 todos los animales presentaron una exploracién simétrica con ambas
extremidades (valores cercanos a 0.5). Los grupos administrados con QUIN (QUIN
y QUIN+SAC) presentaron un incremento en la puntuacion al dia 2 (0.82 y 0.78
respectivamente). Para el 6 dia el puntaje del grupo QUIN + SAC disminuyé (0.72)
respecto al grupo QUIN (0.84); sin embargo, estos cambios no fueron
estadisticamente significativos. Mientras tanto los valores para los grupos SHAM y

SAC no fueron significativos a los 2 y 6 dias de la prueba respecto al dia -1.
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Figura 15. Prueba de asimetria motora en ratas. Se inyectd en el estriado derecho 1 uL de acido
quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de S-
alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. La evaluacion se llevé a cabo en los dias -1,
2 y 6 después de la inyeccion intraestriatal de SSI 6 QUIN. Los valores se representan como la
media SEM (n=10).

El grupo QUIN presentdé un aumento significativo en el nimero de giros, con

respecto a los grupos SHAM y SAC. Se observd una mejoria significativa en la

prueba de conducta de rotacion, tras el tratamiento con SAC (grupo QUIN+SAC),

ya que redujo de manera significativa el numero de giros ipsilaterales con respecto

a los observados en el grupo QUIN. Los grupos SHAM y SAC no mostraron una

conducta de rotacién (Figura 16).
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Figura 16. Prueba de conducta de rotacion en ratas. Se inyect6é en el estriado derecho 1 uL de
acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de
S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. Se muestra el nimero de giros
ipsilaterales en cada grupo durante 1 h, después de la administracion de apomorfina (1 mg/kg,
s.c.). La evaluacion se llevé a cabo 6 dias después de la inyeccion intraestriatal. Los valores se
presentan como la media £+ SEM (n=10). 2P<0.001 vs SHAM y SAC, ®P<0.01 vs QUIN.

6.2 Histologia. Tincién con hematoxilinay eosina (HyE)

Para visualizar el dafio generado por el QUIN en el estriado y correlacionar lo
observado en la evaluacién conductual, se cuantificé el dafio histolégico mediante
la tincion de HyE. En la figura 17 se observan imagenes representativas de cada
grupo y el analisis de estas. La administracion intraestrial de QUIN provocé dafo y
muerte celular, obse rvandose nucleos picnoéticos, cariorrexis y cariolisis (Figura
17). La cuantificacion del dafio histolégico en el grupo QUIN+SAC, 6 dias después
de la administracion con QUIN revela que el tratamiento con SAC redujo
significativamente el niumero de células dafiadas, con respecto al grupo QUIN
(Figura 18). En el grupo SHAM se percibe un dafio neuronal basal, similar al

observado en el grupo SAC.
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Figura 17. Alteraciones histolégicas en estriado de rata. Se inyecto en el estriado derecho 1 pL de
acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de S-
alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. En el panel A se muestra una imagen
representativa de cada grupo con la tincion H y E (40x). Los asteriscos muestran las células no
dafadas, mientras que las flechas indican las células dafiadas. En el panel B se muestran los
criterios utilizados para el analisis histolégico y distinguir las células dafadas de las no dafiadas.
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Figura 18. Cuantificacion del dafio histolégico en el estriado de rata. Se inyectd en el estriado
derecho 1 uL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una
dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. Se realizé el conteo por
campo del numero de células dafiadas y células totales en el tejido tefiido con H&E contando 5
campos por rata y graficando el nimero de células viables por campo. Los valores se presentan
como la media £ SEM (n=6). 2P<0.001 vs SHAM y SAC, °P<0.01 vs QUIN.

6.3 Neurodegeneracion. Tincion con fluoro jade B (FJ-B)

Adicionalmente para caracterizar el dafio producido por el QUIN, se cuantifico el
numero de células positivas a fluoro jade B como marcador de neurodegeneracién
en el tejido estriatal. No se observaron células positivas a FJ-B en los campos
contralaterales de ninguno de los cuatro grupos al igual que los campos
ipsilaterales de los grupos SHAM y SAC. En el caso de los grupos QUIN y QUIN
+SAC se observaron células positivas (Figura 19). La administracién diaria de SAC
(grupo QUIN+SAC) disminuyd en forma significativa la neurodegeneracion

observada en el grupo con QUIN (Figura 19y 20).
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Figura 19. Células de estriado de rata en neurodegeneracion. Se inyectd en el estriado derecho 1
pL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de
S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. Se muestran imagenes representativas
(40x) de los lados ipsilateral y contralateral a la lesién de cada grupo. Los lados contralaterales a la

lesidn son tomados como controles. Las células que sufrieron neurodegeneracion se observan de
color verde.
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Figura 20. Cuantificacion del numero de células en neurodegeneraciéon en estriado de rata. Se
inyectd en el estriado derecho 1 uL de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los
animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias.
Se muestra el conteo de las células positivas a FJ-B. Los valores se presentan como la media +
SEM (n=6). 2P<0.001 vs SHAM y SAC, *P<0.01 vs QUIN.

6.4 Expresion de Nrf2 en estriado de rata.

Mediante el analisis por western blot se evalud la expresion del factor Nrf2 a los 7
dias posteriores a la lesién, observando que la administraciéon con SAC tiende a
aumentar el factor Nrf2 con respecto al grupo SHAM. La administraciéon de QUIN
presento una tendencia a disminuir la expresibn de Nrf2 en estriado y el
tratamiento con SAC (grupo QUIN+SAC) presento una tendencia a revertir la

disminucion inducida por el QUIN en la expresion de Nrf2 (Figura 21).
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Figura 21. Expresion de Nrf2 en estriado de rata. Se inyecto en el estriado derecho 1 pL de acido
quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol. Los animales recibieron una dosis diaria de S-
alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6 dias. En el panel superior se muestra un Western
blot representativo de Nrf2 utilizando B-tubulina (Tub) como control de carga. La grafica muestra la
cuantificacion de la expresion de Nrf2 en las ratas valoradas. Los valores se presentan como la

media £ SEM (n=4).

6.5 Actividad de enzimas antioxidantes y de fase Il

El tratamiento con QUIN presenta una tendencia a aumentar la actividad de GPx

en estriado y corteza (Figura 22) y a disminuir la actividad de SOD (Figura 23). El

tratamiento con SAC no modifico la actividad de GPx (Figura 22) y de SOD (Figura

23) en ninguna de las regiones.
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Figura 22. Actividad de la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GPx) en estriado y corteza de
rata . Se inyecto en el estriado derecho 1 pl de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol.
Los animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6
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dias. Los valores se presentan como la media + SEM (n=6).
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Figura 23. Actividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa (SOD) en estriado y corteza
de rata. Se inyecté en el estriado derecho 1 pl de acido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol.
Los animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6
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dias. Los valores se presentan como la media + SEM (n=6).
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La actividad de la enzima de fase Il GST al igual que las enzimas anteriores no
presentd diferencias estadisticamente significativas en el estriado y corteza de
rata. Aunque la administracion de QUIN muestra una tendencia a aumentar la

actividad de GST en estriado y corteza (Figura 24).
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Figura 24. Actividad de la enzima de fase I, glutatién-S-transferasa (GST) en estriado y corteza de
rata. Se inyectd en el estriado derecho 1 pl de &cido quinolinico (QUIN) equivalente a 240 nmol.
Los animales recibieron una dosis diaria de S-alilcisteina (SAC) 100 mg/kg cada 24 h durante 6
dias. Los valores se presentan como la media + SEM (n=6).
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7. Discusion

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de evaluar el efecto post-lesion de la SAC
mediante diversas pruebas conductuales, histolégicas y bioquimicas realizadas en
las regiones del estriado y la corteza del cerebro de ratas macho Wistar, tomando
en cuenta un gran numero de estudios que evidencian el efecto preventivo de la
SAC como un potente antioxidante (Elinos-Calderdn et al., 2010; Garcia et al.,
2014; Colin-Gonzalez et al., 2012; Cruz, et al., 2007; Herrera-Mundo et al., 2009;
Pérez-De la Cruz et al., 2006), con el fin de proporcionar informacion sobre la
funcidn terapéutica (post-lesion) de este compuesto como antioxidante en el

modelo con QUIN para ser utilizado como una alternativa terapéutica.

Una de las formas mas utilizadas para determinar si un tratamiento en contra de las
enfermedades neurodegenerativas tiene algun efecto, es valorando la actividad
motora de los animales, debido a que estas funciones se alteran en éstas
enfermedades. Para realizar estas pruebas se debe tomar en cuenta que estas
sean sensibles para demostrar el dafo causado por una lesion y el efecto de la
alternativa terapéutica en las zonas del cerebro dafnadas (Woodlee et al., 2005).
Haciendo referencia a este tipo de estudios, encontramos que la administracion
diaria de SAC después de la lesion causada con QUIN, causa una mejoria tras
evaluar el dafo en las ratas. Especificamente en la prueba de asimetria motora en
el modelo de cilindro, el cual ha sido utilizado para evaluar el uso de las
extremidades delanteras ipsilaterales y contralaterales para comprobar el efecto
benéfico de un tratamiento en modelos de infusion unilateral de dopamina (infusion
de 6-OHDA) relacionado con la disminucion de los niveles dopaminérgicos
(Schallert et al., 2000).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta prueba se observa que el numero
de contactos con ambas extremidades disminuye en los grupos con la infusion de
QUIN, esta accidon es considerada como normal debido al dafo realizado en la

zona del estriado (Figura 12). Sin embargo, en el grupo QUIN hay un aumento en
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el uso de la extremidad ipsilateral y una disminucion en el uso de la extremidad
contralateral conforme transcurre el tiempo. Esto se debe probablemente, a la
disminucion en el numero de células en el estriado como se muestra en la Figura
18 como consecuencia del tratamiento recibido por los animales de este grupo (una
dosis de QUIN equivalente a 240 nmol). Para el grupo QUIN+SAC se observa lo
contrario al grupo antes mencionado, ya que el uso de la extremidad ipsilateral
disminuye para el dia 6 de la prueba y en el caso de la extremidad contralateral
aumenta su uso al mismo dia, ademas de tener un numero mayor de células

preservadas (Figura 18).

Por su parte la prueba de conducta de rotacion permite valorar el dafio generado
por el QUIN mediante el numero de giros ipsilaterales al administrar apomorfina (1
mg/kg, s.c.). Debido a la respuesta de los receptores de dopamina a agonistas
(Sindhu et al., 2006), la rotacién por lo general se debe a que existe un
desequilibrio a dopamina entre el estriado no lesionado y el lesionado, la
estimulacién de los receptores de dopamina no dafados en el estriado
contralateral a la lesién da pie a la rotaciéon ipsilateral como se observa en la
Figura 16. El numero de giros es proporcional a la lesion, es decir; a mayor
numero de giros, la lesidon es de mayor magnitud lo cual nos da idea de la
neurodegeneracion en el estriado. En la prueba realizada se observa que los
grupos con SAC disminuyen el numero de giros ipsilaterales, lo que podria
deberse al efecto de la SAC como antioxidante actuando frente al dafio oxidante

provocado por el QUIN.

Por otra parte, los resultados de la histologia (Figura 17) muestran que el grupo
QUIN tiene un mayor numero de células dafiadas en comparaciéon con los otros
grupos, este resultado se ve reflejado en la Figura 18, y es debido a que el QUIN
en altas concentraciones sobre activa a los receptores NMDA produciendo un
incremento en la concentracion de Ca?* intracelular provocando la activacion de
diversas enzimas que producen ERO y de otras enzimas relacionadas con el
dafo celular como proteasas, lipasas y endonucleasas, llevando asi a la muerte

celular necrotica (Aguilera et al., 2007; Maldonado et al., 2010; Pérez-Severiano
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et al., 2004; Santamaria et al., 2001), la cual se observa por los cambios celulares
observados como inflamacion mitocondrial, reduccion del tamafo del nucleo y
fragmentacion del DNA. Como consecuencia de la muerte celular, los
componentes celulares son liberados al espacio intracelular, dafiando a células
vecinas y de esta manera induciendo a la inflamacién. Por esta razon, en las
imagenes ademas de observar las células no dafiadas y dafadas, aparecen
células de microglia y linfocitos que se encuentran en la zona de dano debido al
proceso inflamatorio. El tratamiento con SAC previné la muerte neuronal causada
por QUIN.

Para observar la muerte neuronal provocada por el QUIN se cuantificd el numero
de células positivas a FJ-B siete dias después de provocar la lesion en el estriado
(Figura 19). El fluoro jade B es un fluorocromo polianidénico derivado de la
fluoresceina que tiene afinidad por productos poliaminicos cargados positivamente,
que aparecen en la neurodegeneracion celular. El fluoro jade B se utiliza como un
marcador de alta afinidad en la deteccién de la degeneracion neuronal en el
sistema nervioso central y tiene una mayor especificidad y sensibilidad que otras
técnicas como la tincién de Nissl y hematoxilina. Sin embargo, cabe mencionar que
la FJ-B marca el dafio neuronal total, es decir marca dendritas distales, axones y
terminales (Schmued & Hopkins, 2000).

En esta prueba los resultados indicaron que el grupo QUIN en el lado ipsilateral a la
lesién después de 7 dias presenta un gran numero de células positivas a FJ-B
(Figura 19), al igual que otro estudio realizado con acido kainico que también es un
agonista de los receptores NMDA, y de igual manera genera numerosas neuronas
positivas a FJ-B en diversas regiones del cerebro incluido el estriado (Schmued &
Hopkins, 2000). Esto sugiere que el QUIN provoca la neurodegeneracion en las
neuronas estriatales y que el tratamiento por 7 dias con SAC disminuye esta
degeneracion neuronal ya que en la Figura 19 y 20 claramente se observa una
disminucién del marcaje de FJ-B. Al realizar la infusion con QUIN aumenta la

liberacion de Ca?* y por lo tanto la generacién de ERO, estas reacciones suceden
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en tiempos cortos desencadenando una pronta muerte celular, por o que se podria
proponer que la SAC actua de una manera rapida protegiendo las células para

detener la degeneracion celular.

Para determinar la expresién del factor nuclear Nrf2 se realizé un western blot en el
homogenizado total de estriado, nos interesamos en este factor debido a que Nrf2
responde al estrés oxidativo que desempefia un papel importante en la patogénesis
de las enfermedades neurodegenerativas. ElI Nrf2 actua regulando la expresion de
numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes. Algunas sustancias
que desencadenan la activacion de este factor son diversos compuestos
antioxidantes y/o electrofilos de diversa naturaleza quimica (Fainstein, 2007). De
acuerdo con esta informacion, quisimos conocer como actua Nrf2 frente al reto
excitotoxico inducido por la infusion con QUIN. Se sabe por reportes previos que la
SAC administrada durante 3 dias a una dosis de 100 mg/kg, i.p. es capaz de
activar el factor Nrf2 en hepatocitos de ratas Wistar expuestas a dicromato de
potasio induciendo proteccién frente a este compuesto genotdxico y carcinégeno
(Kalayarasan et al., 2008). Por otra parte, la SAC induce la activacion del factor
Nrf2 en corteza cerebral (Colin-Gonzalez et al., 2012). Sin embargo, debido a que
los resultados obtenidos no son contundentes (Figura 21) un mayor numero de

animales deben ser estudiados.

Por ultimo, se midio la actividad de algunas enzimas antioxidantes y de fase Il en el
estriado y la corteza cerebral de la rata, ya que hay estudios en los cuales la
administracion preventiva en la enfermedad de Parkinson tiene un efecto
antioxidante en el cerebro ya que incrementa la actividad de enzimas antioxidantes
como GPx y SOD (Manikandaselvi et al., 2012). No se observaron cambios
significativos en la actividad de estas enzimas (GPx, SOD, GST). Aunque se
esperaba ver una disminucion en estas enzimas al inducir la lesion con QUIN. De
acuerdo a un estudio realizado por Hsu y colaboradores (Hsu et al., 2006) la
administracion subcrénica de SAC aumenta la actividad de la GPx en ratones en

higado y rifidn. En otro estudio realizado en rindn se encontré que de igual manera
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la actividad de esta enzima aumenta tras la administracién de SAC (Gémez-Sierra
et al., 2014), pero como se comentd anteriormente en este trabajo no se observan
diferencias estadisticamente significativas. En el caso de la SOD existen informes
que indican que la SAC por si sola es capaz de aumentar la actividad de esta
enzima hasta un 45% sobre el control al ser administrada a ratones durante 5 dias
a una dosis de 120 mg/kg i.p. (Garcia et al., 2014). Los resultados obtenidos
(Figura 23) podemos observar una ligera tendencia a seguir este comportamiento
en el cual la actividad del grupo QUIN+SAC es mayor que la del grupo QUIN, sin

embargo, esta diferencia no es estadisticamente significativa.

Estos resultados sugieren que el efecto protector de la SAC encontrado en este
modelo no esta asociado con la regulacion en la actividad de las enzimas: GPx,
SOD y GST por lo que se podrian medir otras enzimas antioxidantes para
comprobar dicho efecto protector como: la glutation reductasa (GR) y la catalasa
(CAT) o llevar a cabo la medicion de los niveles proteinas oxidadas para ver si un

efecto antioxidante de la SAC es el responsable del efecto protector.
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8. Conclusiones

La SAC disminuyo las alteraciones inducidas por el QUIN en las pruebas de
valoracion motora, ademas del dafio morfolégico y la neurodegeneracion en las

células del estriado, mostrando un efecto protector.

Los resultados sugieren que la SAC podria ser utilizada como una posible
alternativa terapéutica frente a la neurodegeneracion inducida por los eventos
excitotoxicos/pro-oxidantes que se presentan en diferentes enfermedades

neurodegenerativas.
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9. Perspectivas

Los resultados en los niveles de enzimas antioxidantes y de fase Il no son
contundentes respecto al poder antioxidante de la SAC, por lo tanto, estos
experimentos deben ser repetidos mediante otras técnicas experimentales y
aumentando el numero de la n experimental o medir en otros tiempos u otras

enzimas.
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