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l. INTRODUCCION

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En paises industrializados, el infarto cerebral representa la tercera causa de
muerte y se espera que la incidencia aumente conforme la poblacién va
envejeciendo. En México esta enfermedad representa la quinta causa de muerte y la
segunda de demencia [1]. En 1980, su incidencia fue de 32.59 casos por cada
100,000 habitantes [2] y segun la Organizacion Panamericana de la Salud, es un
problema que va en aumento en magnitud y en gravedad, lo que a futuro puede
provocar un enorme costo social y econdmico en términos de mortalidad, morbilidad
y minusvalia (ya que se considera la causa mas importante de incapacidad en

sobrevivientes al infarto) [3].

Cuando se interrumpe el flujo sanguineo (isquemia) hacia algun o6rgano, se
desencadena una serie de eventos que pueden causar dafio con diferente grado de
severidad. También se ha reportado que el dafio causado por algunos de estos
eventos se acentda cuando el flujo sanguineo se reestablece (reperfusion), por lo
que es importante encontrar alguna forma de disminuir el dafio y/o prevenir la
muerte que se induce en los sindromes de isquemia-reperfusion como: el infarto al

miocardio, el choque circulatorio, el transplante de 6rganos, entre otros.

En el caso del cerebro, la disminucion del flujo sanguineo genera un “area de
infarto”, zona donde se observa muerte neuronal, rodeada por un “area de penumbra
isquémica”, zona en la que se mantiene el flujo residual dependiente de la
circulacién colateral, que preserva la viabilidad celular aunque no su funcion [4].
Debido a que el desencadenante primario del dafio por isquemia es la reduccion del
flujo sanguineo, la pronta restauracion del mismo permitiria la recuperacion de las
células que aun son viables. Sin embargo, si el aporte sanguineo no ocurre
tempranamente, se propicia la progresion de la lesién celular y ocurren efectos
deletéreos que se suman a la cascada de trastornos provocados por la isquemia [5],

lo que tiene como consecuencia la extension del area de infarto.



El dafio cerebral isquémico es el resultado de una secuencia compleja de
eventos que se desarrollan a lo largo del tiempo y el espacio [6]. Dentro de estos se
encuentran: 1) Pérdida de la actividad eléctrica neuronal como una consecuencia de
la alteracion de los procesos dependientes de ATP; 2) Activacion de los canales de
Ca®* dependientes de voltaje, lo que incrementa los niveles de Ca®" intracelular; 3)
Liberaciébn masiva de aminoacidos excitadores y su consecuente acumulacién en el
espacio extracelular (excitotoxicidad); 4) Inhibicién de la sintesis de proteinas; 5)
Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN),

generando un estado de estrés oxidativo; 6) Reaccion inflamatoria y 7) Apoptosis.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo es un evento importante que causa dafio
en el infarto cerebral isquémico. Lo anterior se debe a que comparado con otros
organos, el cerebro parece ser particularmente sensible al estrés oxidativo [6] como
lo indican las siguientes evidencias: 1) Las células del cerebro humano utilizan el
20% del oxigeno consumido por el cuerpo, aunque constituyen solo el 2% del peso
corporal. Esto indica que el cerebro genera mas ERO, ERN Yy radicales libres,
comparado con otros érganos; 2) En varias regiones se encuentran concentraciones
elevadas de hierro, que puede catalizar la formacién de radicales libres; 3) Es rico en
lipidos con &cidos grasos insaturados, los cuales son blanco de los radicales libres
(lipoperoxidacion); y 4) Posee un bajo nivel de sistemas antioxidantes comparado

con otros 6rganos como el higado o el rifién.

La hipotesis de que el estrés oxidativo (esencialmente durante la etapa de
reperfusion postisquémica) exacerba el dafio inducido durante la isquemia, se
propuso a finales de los 70 [7], y desde entonces el papel del estrés oxidativo en el
dafio postisquémico se ha estudiado ampliamente. En este contexto, se han
evaluado varios antioxidantes, atrapadores de radicales libres o0 compuestos que
inhiben la produccién de radicales libres en modelos experimentales, teniendo éxito
en la mayoria de los casos. Sin embargo, cuando éstos compuestos fueron
evaluados en humanos, se obtuvieron resultados negativos. Debido a esto, se han
propuesto varias razones que intentan explicar la aparente discrepancia entre el
efecto protector observado en los modelos experimentales y la ineficacia del

tratamiento en humanos. Ya que en humanos es complicado establecer el tiempo de



isquemia y de reperfusion, una de estas razones podria ser la administracién del
tratamiento fuera de la ventana temporal de eficacia del compuesto evaluado [8].
Debido a lo anterior, en este trabajo se propone evaluar el efecto del extracto de
ajo envejecido (EAE), una presentacion inodora del ajo que ha mostrado tener
propiedades antioxidantes, en un modelo de infarto cerebral [9]. Un estudio previo ha
demostrado que la administracion del EAE 30 min antes del inicio de la isquemia
previene parcialmente el dafio inducido por la isquemia y la reperfusién [10]. Sin
embargo, este esquema de administracion limita el uso del EAE como método
profilactico o en situaciones como cirugias o0 transplantes (donde puede
determinarse el inicio de la isquemia). Por esta razén, se propone establecer la
ventana terapéutica del EAE, asi como evaluar su efecto sobre los sistemas
antioxidantes celulares con el fin de determinar si sus propiedades antioxidantes

estan involucradas en su mecanismo neuroprotector.



2. HIPOTESIS

Debido a que: 1) el estrés oxidativo participa en el dafio inducido por la isquemia
y la reperfusion; 2) se puede prevenir el dafio neuronal cuando se emplean agentes
antioxidantes o que inhiben la formacion de radicales libres; y 3) se ha observado
gue la administracion previa del EAE protege parcialmente en un modelo de

isquemia cerebral, es posible que:

El establecimiento de la ventana terapéutica del EAE, ayude a establecer el mejor
esquema de administracion del EAE que genere la mayor proteccion contra el dafio

oxidativo inducido por la isquemia/reperfusion.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la ventana terapéutica del EAE en un modelo de isquemia-reperfusion

cerebral.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el efecto de diferentes tiempos de reperfusion en animales sometidos

a 2 h de isquemia.

» Evaluar el efecto del EAE sobre el area de infarto que se induce con 2 h de

isquemia y 2 h de reperfusion.

> Evaluar el efecto del EAE sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPXx).

» Evaluar el efecto del EAE sobre los niveles de glutation (GSH).



. ANTECEDENTES

La Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) es una patologia cronico-degenerativa y

se divide en dos clases:

a) Isquémica, se produce cuando se interrumpe el aporte sanguineo a una region
del cerebro causando una alteracién neuroldgica subita. En México el 80% de

los casos son de tipo isquémico [3] y

b) Hemorragica, que se genera de la ruptura de una arteria cerebral con sangrado

en alguna zona del cerebro [11].

1. ISQUEMIA

Se entiende como isquemia cerebral, la disminucion o el cese de la circulacion
sanguinea, lo que desencadena una serie de eventos que a la postre traen

consecuencias graves, que pueden llegar hasta la muerte.

La isquemia cerebral se clasifica en dos tipos:

a) Global. Generalmente secundaria a un paro cardiaco o a la oclusién multiple de
arterias cerebrales intra y/o extra craneales (arterias carotidas y vertebrales).
En este tipo de isquemia el dafio es difuso y se afectan las neuronas que estan
en las regiones mas susceptibles al dano como la regién CA1 del hipocampo, el
estriado, las capas 3, 5 y 6 de la corteza cerebral y el cerebelo. La pérdida
temporal, pero completa, del flujo sanguineo que acompafa a un paro cardiaco,
no debe durar mas de 5-10 min, de lo contrario el paciente podria mantenerse

con vida pero en estado vegetativo.

b) Focal. En este tipo de isquemia el flujo sanguineo disminuye en un area definida,
debido al bloqueo de algun vaso sanguineo provocado por una embolia,
trombosis u oclusion. En la zona central, donde el flujo sanguineo es minimo,
las reservas energéticas se agotan por lo que las células de esta region estan
destinadas a morir (area de infarto). A la region que rodea a esta area se le

conoce como area de penumbra. En esta region el flujo residual depende de la



circulacioén colateral, que preserva la viabilidad celular aunque no su funcion [4].
Debido a esto las células de esta zona son susceptibles a ser rescatadas. La
isquemia focal cerebral, que dura mas de 1 h, invariablemente ocasiona un

infarto cerebral [12].

2. PATOFISIOLOGIA DEL SINDROME DE ISQUEMIA/REPEREUSION (I/R)

A pesar de que el cerebro constituye solo el 2% del peso corporal, las neuronas
del cerebro humano utilizan el 20% del oxigeno consumido por el cuerpo. Esto indica
la alta tasa metabdlica de estas células para mantener sus funciones normales y su
viabilidad. Por lo tanto, la reduccion transitoria o permanente del flujo sanguineo
dispara una serie de eventos que finalmente llevaran a la muerte celular si la

restauracién del flujo sanguineo (reperfusién) no ocurre oportunamente.

El dafio cerebral isquémico es el resultado de una secuencia compleja de
eventos que se desarrollan a lo largo del tiempo y el espacio. Dentro de estos

eventos se encuentran [12,13].

a) La disminucion del flujo sanguineo induce hipoxia e hipoglucemia. Al no haber
aceptor final de electrones (O;), disminuye la fosforilacion oxidativa vy

consecuentemente la produccion de ATP.

b) La disminucion en el nivel de ATP induce un mal funcionamiento de la ATPasa de
Na*/K*, permitiendo la entrada de Na’ y la salida de K'. Esto ocasiona la
despolarizacion de la célula y la liberacion de neurotransmisores como el
glutamato y el aspartato. La acumulacién de glutamato en el espacio
extracelular (excitotoxicidad) también se debe a una falla de los sistemas de
recaptura y de la enzima que cataliza la conversion de glutamato a glutamina,

ya que ambos dependen de ATP.

c) El término excitotoxicidad se emplea para definir el dafio celular inducido por la
sobreexcitacion de los receptores de glutamato. Los aminoacidos excitadores
(glutamato y aspartato) interactuan por lo menos con dos tipos diferentes de

receptores asociados a canales idonicos (ionotrépicos) denominados de acuerdo



a sus agonistas farmacologicos: 1) N-metil-D-aspartato (NMDA), 2) kainato y 3)
a-amino-3-hidroxi-5-metililoxazol-4-propionico (AMPA). La activacion de los
receptores AMPA/kainato, despolariza las membranas ya que estan acoplados
a canales iénicos permeables tanto a Na* como a K*. Ademas, secundario a la
entrada de Na*, entra agua, observandose un hinchamiento marcado del soma

y las dendritas.

d) La despolarizacion de la membrana permite que el ion Mg?* que bloquea al canal
idnico de los receptores NMDA sea removido, permitiendo la entrada de Ca®* a la
célula. El Ca** también puede entrar a la célula por canales permeables a Ca®*
dependientes de voltaje, o que induce una mayor liberacion de glutamato. El
aumento intracelular de Ca?* no solo se debe a la entrada de Ca?*, sino también

a su liberacién de pozas internas (mecanismo mediado por el inositol trifosfato).

e) El aumento de los niveles intracelulares de Ca®* provoca la activacién de varias
enzimas como: endonucleasas, fosfolipasas, calpaina, sintasa de 6xido nitrico,

proteina cinasa C, xantina oxidasa, entre otras.

f) La activacion de ciertas enzimas induce la produccion de ciertos radicales libres,
los cuales generan un estado de estrés oxidativo. A continuacién se mencionan
algunas de las enzimas que se activan durante el infarto cerebral: la xantina
oxidasa, la ciclooxigenasa-2, la NADPH oxidasa (las 3 productoras de anion
superoxido) y la sintasa de 6xido nitrico (productora de oxido nitrico que puede

reaccionar con otras especies radicales y formar especies mas reactivas).

3. GENERALIDADES SOBRE ESTRES OXIDATIVO

3.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Aunque los organismos aerobios necesitan el O, para vivir, éste en exceso puede
ser letal. La toxicidad del O, se debe a la formacién de las ERO, ya que son mas
reactivas que el O, en su estado basal. La mayor parte del O, que consumen los

organismos aerobios se reduce a H;O por el complejo de la citocromo oxidasa



(citocromo aa3) de la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 1A). Sin embargo,

esta reaccion también se puede llevar a cabo en 4 pasos univalentes (Figura 1B).

A. Oy + 4HY ——— 2H.0

& e+ 2H" g+ H e+ H”
B. Oy —» Oy —p HOy ———» OH —— H,0
Crdigeno Anian Perdxido de Radical Agua
superdxido hidrégeno hidrosilo

Figura 1. A. Reduccion tetravalente del oxigeno. B. Reduccién univalente del oxigeno.

Estos intermediarios quedan unidos al sitio activo de la citocromo oxidasa y

difunden al resto de la célula [14].

A continuaciéon se mencionan algunas caracteristicas de las principales ERO vy
ERN:

A. Anion_superéxido (0,%). Cuando una molécula de O, capta un electron, se

convierte en un radical con carga negativa, llamada anién superéxido. La formacion
de O, ocurre principalmente a nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol y del
complejo | (NADH coenzima Q reductasa). Alrededor del 1% del O, consumido en la
respiracion se convierte en O,". Se ha calculado que la concentracion de este
radical en la célula se encuentra en el orden nanomolar. Contrario a lo que se
pensaria, el O, es poco reactivo. Solo reacciona a una tasa importante con
quinonas, fenoles, Fe, algunas proteinas y con otros radicales como el propio O™, el
oxido nitrico y los radicales fenoxil. La dismutacion espontanea del O," ocurre solo
cuando se protona para formar el radical hidroperoxilo (HO,"), por lo que la

velocidad de reaccion es mayor mientras mas acido sea el medio [15].

B. Peroxido de hidrégeno (H,O,). La mayor parte del H,O, proviene de la

dismutacién del O,". Sin embargo, también se genera durante la B-oxidacion que se
lleva a cabo en los peroxisomas y de algunas oxidasas (xantina oxidasa, oxidasas
de aminoacidos, hexosas y fenoles). EI H,O, no es un radical libre por lo que es

poco reactivo; sin embargo, puede difundir a través de los compartimentos celulares,



donde puede encontrar las condiciones para generar especies mas toxicas. El H,O,
tiende a formar aductos con carbohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas. No
reacciona con compuestos como el NADPH, el ADN o los lipidos; pero inactiva
enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o la fosfatasa de fructosa
1-6 difosfato. ElI H,O, es toxico para la mayoria de las células a una concentracién
de 10 a 100 pM [15].

C. Radical hidroxilo (¢OH). Se forma a partir del O, y del H,O, en presencia de

hierro. Es un oxidante en extremo reactivo que interactia con casi todas las
biomoléculas que se encuentran en los organismos (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos y carbohidratos). No difunde debido a que reacciona muy rapido (10°M™'s"
"). El H,0, en presencia de iones metalicos como el Cu* o el Fe?* produce el «OH y
el ion hidroxilo, a través de la reaccion conocida como “Reaccion de Fenton” (Figura
2). Se sabe que el O," capaz de reducir al Fe** a Fe* y Oz, lo que favorece la
Reaccion de Fenton. Otra reaccion a través de la cual se puede producir el «OH es la
“Reacciéon de Haber-Weiss”, en la que el O," reacciona con el H,O, en presencia de

un metal (regularmente Fe?*), produciendo H-0, O, y el «OH (Figura 2) [14].

Reaccién de Haber- Weiss
Reaccidn de Fenton

- H.C, ¢+
E i 0

Peraxido de

Superoxidoe Qs Peréxido de
WLLCELL Hidrégeno
H* Fa?t
(Cu} FFESH-
0, + HO + wJH s . +1H & OH~
Oxigeno Agua Radical I_%atli{:fal _Ion )
Hidroxilo hidroxilo hidroxilo

Figura 2. Reaccion de Haber-Weiss (izquierda) y de Fenton (derecha).

D. Oxigeno_singulete (*O,). El 'O, no es un radical libre, ya que no contiene

electrones desapareados, pero se le considera como tal debido a su gran
reactividad. El 'O, se forma cuando uno de los dos electrones libres capta energia y
cambia de giro. Cuando eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electron
libre. Se forma, sobre todo, cuando algunos pigmentos como la clorofila, el retinal,

las flavinas y las porfirinas se iluminan en presencia de O, [9]. Esta especie es muy



reactiva ya que es capaz de reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares
como los fosfolipidos de las membranas plasmaticas y mitocondriales, las proteinas
y el ADN [16].

3.2 Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Ademas de las ERO, recientemente se ha descubierto que hay otras especies
derivadas del nitrégeno y que son importantes en los sistemas bioldgicos. Al igual
que en las ERO existen especies radicales como el: 6xido nitrico ("NO) y didéxido de
nitrogeno (‘NO;) y especies no radicales como el: peroxinitrito (ONOQO’), acido
nitroso (HNOy), cloruro de nitrilo (NO,CI), catién nitrosilo (NO®), anién nitroxilo (NO"),
tetroxido de dinitrégeno (N.Q,), trioxido de dinitrégeno (N2O3), catién nitronio (NO")
y alquil peroxinitratos (ROONO). Las ERN mas estudiadas son el *"NO, el ONOO" y
el *NOy; siendo las dos primeras las de mayor importancia en los sistemas
bioldgicos, ya que el *NO; ha recibido atencion previa debido a su importancia como

contaminante ambiental [17]

A. Oxido nitrico_(*NO). El *“NO es un gas incoloro, relativamente soluble que es

sintetizado en las células por la familia de la sintasa de 6xido nitrico, a partir del
grupo guanidino de la arginina. El *"NO es una especie radical (ya que posee un
electron desapareado) y al igual que el O,” es poco reactivo con moléculas
bioldgicas. Sin embargo, reacciona rapidamente con otros radicales como con el O
generando el *NO;, o con el O, generando el ONOO" (Figura 3), siendo ambos

compuestos mas oxidantes que el *NO [15].

Arginina

sintasa o

l Oxido nitrico
Onido nitrico
Citrulina {Radical libre}

f=

Peroxinitrito
{Fuerte oxidante)

Figura 3. Esquema de produccion del 6xido nitrico y el peroxinitrito



B. Peroxinitrito (ONOQO). El ONOO™ es sumamente citotdxico ya que es capaz de

interactuar con diversas moléculas para generar especies aun mas reactivas. Puede
reaccionar con el CO, para formar el peroxocarboxilato (ONOOCO;) que es

altamente reactivo o puede protonarse para formar el acido peroxonitroso (ONOOH)

qgue se homolisa en *OH y *NO..

Por otro lado, el ONOOQO", via el mismo o sus productos, es capaz de oxidar a las
lipoproteinas de baja densidad, liberar iones cobre por la destrucciéon de la
ceruloplasmina o atacar a los residuos de tirosina de diferentes proteinas (Figura 4),

como se ha observado en algunas enfermedades inflamatorias [18].

Anidn superdxido :
. - Tiol
0, R-SH
‘NO —Y—» ONOO~ —— R-SNO
Oxido nitrico Peroxinitrito _ Nitroso-tiol
E ...ﬂ“"".'h .
v NO,
NO,* Dig’))(ido de
Cation nitronio nltrog.eno
gy ¥ NO,
DO
Tirosina 3-nitrotirosina

Figura 4. Esquema de la nitracién de los residuos de nitrotirosina

Finalmente, en la figura 5 se presenta un esquema general de la produccién de

radicales libres.
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Figura 5. Esquema simplificado (no estequiométrico) de la produccion de las
principales especies de oxigeno y de nitrégeno y otros radicales. Abreviaturas:
NOS, 6xido nitrico sintasa; ARG, arginina; SOD, superdxido dismutasa; CAT,
catalasa; GSH, glutation reducido; GRd, glutatién reductasa; GPx, glutation
peroxidasa; GSSG, glutation oxidado; G6PDH, glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa; LO® y LOO°® Ilipoperoxilos; y PUFA, &cidos grasos
poliinsaturados.

3.3 Defensas antioxidantes

Dado el potencial efecto destructivo de las ERO y las ERN, la célula cuenta con
defensas para evitar el dano oxidativo [14]. Estos sistemas de detoxificacion que se

encuentran presentes en la célula, pueden ser de tipo enzimatico y no enzimatico

3.3.1 Antioxidantes enzimaticos

A. Superdxido dismutasa (SOD). La SOD (EC 1.15.1.1) cataliza la dismutacion del

anion O™ a Oz y H,0, [12-14]. Esto se logra a través de oxidaciones y reducciones

sucesivas del metal de transicidon del sitio activo de la enzima, en un mecanismo de

tipo ping-pong [20].

20, +2H" — 590 | H,0,+0,



En humanos existen tres isoformas [21-23], que se sintetizan en los ribosomas

citoplasmaticos, todos productos de genes diferentes [24]:

Una SOD mitocondrial, que depende de manganeso (MnSOD). Es un
homotetramero (96 kDa) que contiene un atomo de Mn por subunidad. Durante la
dismutacién del O,* el Mn (lll) pasa a Mn (Il) y regresa nuevamente a Mn (lll)
[25]. La Mn-SOD se induce y reprime por citosinas; ademas es influenciada

moderadamente por algunas especies oxidantes [26].

Una SOD citosdlica, que depende de cobre y zinc (CuZnSOD). Es una enzima
muy conservada. Posee 2 subunidades idénticas de alrededor de 17 kDa cada
una. El sitio activo esta constituido por un atomo de Cu y uno de Zn unidos por
un residuo de histidina. Se cree que esta isoforma tiene una funcién importante

en la primer linea de defensa antioxidante [27-29].

Una SOD extracelular que también depende de cobre y zinc (EC-SOD). Es una
glucoproteina tetramérica secretoria. No se induce por su sustrato u otros
oxidantes y su regulacién se lleva a cabo de manera coordinada por citosinas
[30].

La SOD no es realmente una enzima detoxificante, ya que el producto de su

actividad, el H,O,, es un agente téxico. Sin embargo, la dismutacion del O," es el

primer paso de la cascada enzimatica que conduce a la inactivacion completa de

este radical. El segundo paso depende de las enzimas que metabolizan el H,0..

B. Catalasa (CAT). La CAT (EC 1.11.1.6) es una hemoproteina tetramérica de 240

kDa. Se localiza principalmente en peroxisomas. Dismuta H,O, a H,O y O,. Con

donadores de protones (metanol, etanol, acido formico, etc.) muestra actividad de

peroxidasa [31].

2H,0; AT, 2H,0+0; (Dismutacion)

ROOH+AH, __ “AT | H,0+ROH+A (Peroxidacion)



Su tiempo de vida media en la circulacion es de 6 a 8 min [32]. En mamiferos
esta presente en altas concentraciones en higado y rifidn, y en bajos niveles en
tejido conectivo [33]. En la célula se localiza en citosol, mitocondrias y organelos
subcelulares como los peroxisomas. En los eritrocitos existe en una forma soluble
[34].

C. Glutation peroxidasa (GPx). La GPx (EC 1.11.1.19) contiene un residuo de

selenocisteina en cada una de sus cuatro subunidades idénticas, que es esencial
para la actividad enzimatica [35]. La GPx (80 kDa) cataliza la reduccion de
hidroperdxidos de acidos grasos (ROOH) y el H,O, usando al glutation (GSH) como
cofactor. De hecho el metabolismo del GSH es uno de los mecanismos de defensa

antioxidante mas importante en la célula [36-39].

ROOH/H,0, + 2GSH GPx__ , ROH + GSSG + H,0

»

Existen cinco isoformas de GPx en mamiferos y los niveles de cada isoforma varian
segun el tejido. La GPx citosdlica y mitocondrial (cGPx o GPx1), la GPx plasmatica o
extracelular (GPxp), la gastrointestinal (GPxgi), la de fosfolipidos (GPxpl) [40] y la
quinta es una GPx que se ha encontrado recientemente (GPx5), expresada
especificamente en la epididimis e interesentemente es independiente de selenio
[41].

D. Glutation reductasa (GR). La GR (EC. 1.8.1.7) en si no es una enzima

antioxidante, pero se considera dentro de este circulo porque se encarga de reducir
al puente disulfuro del glutation oxidado (GSSG), para formar nuevamente GSH. La
GR (107 kDa) mantiene el nivel de GSH en la célula. La GR es reducida por el
NADPH, formando una semiquinona de FAD, un radical sulfuro y un grupo tiol. La
GR reducida reacciona con el GSSG, resultando en un intercambio disulfuro, que
produce una molécula de GSH y un complejo GR4-SG. Un rearreglo de electrones
que resulta en otro intercambio disulfuro libera al segundo GSH y la GR oxidada
[42].

GSSG + NADPH + H* GR » 2GSH + NADP*



3.3.2 Antioxidantes no enziméticos

En esta categoria se encuentran las vitaminas A, C y E, la bilirrubina, el GSH, el
acido urico, y las melaninas, entre otros. Los antioxidantes no enzimaticos pueden
dividirse en: 1) Enddgenos, ya que se sintetizan en el organismo (GSH, acido urico,
melaninas y melatonina) y 2) Exdgenos, ya que se adquieren en la dieta (vitaminas,

compuestos sulfurados, flavonoides, etc).

A. Glutation (GSH). La figura 6 muestra que el GSH es un tripéptido (glu-cys-gly).

Se sintetiza continuamente en la célula y se degrada fuera de ella. Es el tiol celular
mas abundante; se mantiene a una concentracion del orden de mM. Algunas de las
funciones del GSH son: 1) participar en la formacion y ruptura de los puentes
disulfuro, 2) contribuir a desechar el H,O, ya que es cofactor de la GPx y 3) actuar
como cofactor de algunas enzimas [43]. E| GSH se mantiene en forma reducida
principalmente a través de la GR [44]. En condiciones de estrés oxidativo se forma
gran cantidad de GSSG que se secreta y se degrada [45]. El GSH es capaz de

reaccionar con los radicales libres, asi como con el 'O5, el "OH y el ONOO'.

Glutation GSH
oo
© O
ZH ZH ZH ” ”
- 2T 22— C—HNH - — N -
"-\ /C MH CHz o0
MNH= I|:H
CH2
I N
Acido glutamico Cisteina 5licina

Figura 6. Estructura del glutation reducido.

B. Ascorbato. Es cofactor de varias hidroxilasas, su deficiencia causa el escorbuto.

El ascorbato o vitamina C se encuentra principalmente en frutas y vegetales, y es
soluble en agua. Tiene 2 hidroxilos ionizables que hacen de él un excelente agente
reductor. Es capaz de reducir el Fe(lll), incluso cuando se encuentra unido a

proteinas. También reduce aunque a una menor velocidad, el O,". Participa en la



eliminacién del H,O, por medio de la ascorbato peroxidasa, reacciona con el 102, el
acido hipocloroso, el ONOO', los radicales peroxilo y el radical tocoferilo. El radical
ascorbilo (monodeshidroascorbato) que se forma es estable y se puede desprotonar
espontaneamente generando el ascorbato y el dideshidroascorbato (Figura 7). El
ascorbato es un excelente reductor, siempre y cuando no esté en presencia de Fe o

Cu, pues en esas condiciones se genera el *OH [15].
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Figura 7. Oxidacion del ascorbato.

C. Tocoferol. También conocido como vitamina E, es un compuesto esencial que se

obtiene de los aceites vegetales (Figura 8). Existen 8 is6meros, siendo el mas activo
el RRR-a-tocoferol [46].

plasmaticas. Reacciona con los radicales lipoperoxilo y tocoferilo, limitando de esta

Las células incorporan el tocoferol a las membranas

manera la propagacién de la lipoperoxidacion. Al igual que el ascorbato, puede
reducir el Fe (lll) y el Cu (Il) por lo que puede ser prooxidante en presencia de estos

metales.

H
H G

CH CH

CH

Figura 8. Estructura del a-tocoferol. (Vitamina E).

D. Carotenos. Los humanos obtienen el

retinol (Vitamina A) de la dieta,
principalmente de alimentos de origen animal, y a partir del B-caroteno (Figura 9),

que se encuentra en vegetales como la zanahoria, espinacas, soya, perejil, etc.



Los carotenos se parten en dos mediante la accion de una dioxigenasa para generar
el aldehido retinal que después es reducido a retinol. Los carotenos se almacenan
principalmente en el tejido adiposo, el higado, el cuerpo luteo, la glandula adrenal, la
macula de la retina y los testiculos. Gracias a las dobles ligaduras que poseen, son
excelentes inactivadores del '0,. Los carotenos también reaccionan con los radicales
peroxilo y el *NO,, generando un radical estable que puede ser reducido por el

ascorbato [15].

Figura 9. Estructura de la vitamina A.

E. Otros _antioxidantes no_enziméaticos. El urato (Figura 10) reacciona con ERO

generando el radical de urato, el cual es estable por resonancia electronica y se

puede reducir con el ascorbato.

,l\ ‘}OH

Acido Urico

Figura 10. Estructura del acido urico.

Las melaninas son productos de la polimerizacion de la dihidroxifenilalanina,
producida por las oxidasas de fenoles, como la tirosinasa, o del dihidroxinaftaleno
generado por la sintasa de policétidos. Las melaninas son polimeros heterogéneos,
insolubles de elevado peso molecular. Tienen una gran cantidad de electrones
desapareados, lo que les permite absorber la luz UV y la visible en todas las
longitudes de onda. Reaccionan con cualquier especie radical funcionando como
oxidantes o reductores. Otro ejemplo de antioxidante exdgenos es el ajo y todos sus

compuestos sulfurados (se hablara de ellos mas adelante).



4. ESTRES OXIDATIVO EN EL SINDROME DE ISQUEMIA/REPERFUSION

Como se menciond anteriormente, el estrés oxidativo que se induce durante la
reperfusion, es un evento que exacerba el dano inducido por la isquemia cerebral.
La reoxigenacion provee de O, a las células para mantener la viabilidad neuronal;
pero también, ese O, sirve como sustrato para numerosas reacciones de oxidacion
en donde se producen ERO [6,47]. La figura 11 muestra las principales fuentes de
ERO y ERN durante el infarto cerebral [6].
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Figura 11. Esquema que muestra las principales fuentes de radicales libres durante la
isquemia/reperfusion. Abreviaturas: XO, xantina oxidasa; COX, ciclooxigenasa; LOX, lipooxigenasa;
ONS, sintasa de 6xido nitrico; SOD, superoxido dismutasa; GR, glutation reductasa; GPx, glutation
peroxidasa; G6PD, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; MPO, mieloperoxidasa; HOCI, acido
hipocloroso. Tomado de [6].

Se ha demostrado in vivo, que la mitocondria es una fuente importante de
radicales libres durante la reperfusién postisquémica temprana en cerebro. Ademas,
se ha observado un incremento en la produccién de O," que exacerba el infarto
cerebral, en ratones deficientes de MnSOD y sometidos a isquemia permanente o
transitoria. Por otro lado, la sobreexpresion de MnSOD confiere resistencia contra la

peroxidacion lipidica de la membrana en animales sometidos a isquemia transitoria.



Los leucocitos polimorfonucleares (LPN) tienen un papel importante el estrés
oxidativo que se induce durante la reperfusién postisquémica. Los LPN contribuyen
a la produccién de radicales libres a través de 2 enzimas: la mieloperoxidasa (que
produce HCIO) y la NADPH oxidasa (que produce O").

La activacion de la fosfolipasa A, produce la liberacion del acido araquidonico, el
cual es metabolizado por la ciclooxigenasa 2 (COX2) produciendo O,",
hidroperdxidos y cicloperdxidos, que contribuyen al dafio membranal. Se ha
reportado la inducciéon del mRNA y de la proteina de la COX2, 6 h después de la
isquemia transitoria. Esta regulacion positiva esta asociada con el incremento de la

prostaglandina E2, uno de los productos de COX2 [6].

En condiciones de hipoxia o isquemia, al disminuir los niveles de ATP
incrementan los niveles de ADP y AMP. Por ello el AMP es degradado a adenosina y
ésta a inopina, la cual finalmente se degrada a hipoxantina. En estas condiciones la
xantina deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa (XO) a través de la
oxidacion de su grupo tiol. La XO cataliza la oxidacion de la hipoxantina a xantina y

también la oxidacién de la xantina a acido urico, generando O," y H,0..

La sintasa de oxido nitrico (SON) es otra fuente de radicales libres. Esta enzima
utiliza la arginina y el O, como sustratos para producir 6xido nitrico (*NO). El *NO se
combina rapidamente con el O," para generar el ONOO", que es sumamente
reactivo. En modelos de isquemia cerebral transitoria, inhibidores selectivos de la

SON disminuyen la produccién de nitrotirosina.

4.1 Antioxidantes en la isquemia/reperfusion

Debido a que durante la isquemia/reperfusion se induce un estado de estrés
oxidativo, se ha evaluado el efecto de compuestos con capacidad antioxidante. En
los ultimos anos, las estrategias antioxidantes mas usadas han consistido en el uso
de compuestos que atrapan radicales libres (Tabla 1). Mostrando todos estos

compuestos un efecto protector en varios modelos de isquemia cerebral [13].



Tablal. Antioxidantes utilizados en isquemia cerebral

Antioxidante Efecto como antioxidante

Acido lipsdico Atrapa ‘OH, O,' y 'NO. Atrapa metales de transicion, recicla otros
antioxidantes (vitamina Ay C) e incrementa los niveles de GSH.

N-acetilcisteina Atrapa ‘OH, H,O, y radicales peroxilo, incrementa la sintesis de GSH.

Tirilazad Atrapa Oy radicales peroxilo, atrapa hierro.

Acido urico Importante antioxidante en el plasma, atrapador de ONOO'".

Melatonina Atrapa OH, '0,, ONOO", O, y radicales peroxilo. Incrementa la actividad
de SOD, GPx, GR, CAT, G6PD y la sintesis de ARN,, de SOD.

PBN Nitrona, atrapador de radicales libres con base oxigeno-carbono.

NXY-059 Nitrona relacionada con el PBN. Es mas efectivo que el PBN.

Vitamina E Vitamina liposoluble, potente antioxidante. Inhibe la propagacion de la
lipoperoxidacion.

DHA Forma oxidada de la vitamina C. Penetra en la barrera hematoencefalica.

EPC-K1 Diester de fosfato de la vitamina C y E. Atrapa selectivamente "OH,
penetra en la barrera hematoencefalica.

Resveratrol Atrapador de radicales libres. Maximo componente en el vino tinto.

Oxiresveratrol Atrapa ‘NO, H.0..

Edaravona Reduce los niveles de OHy O,

L-carnitina Restaura los niveles de MDA y la actividad de SOD. Junto con la

vitamina E actia de manera sinérgica aumentando los niveles de GSH.
-OH:radical hidroxilo, O,": Oxigeno singulete, -NO: o6xido nitrico, H,0,: peréxido de Hidrégeno, O,-: anidén superoxido,
ONOQO': anién peroxinitrito, MDA: malondialdehido, GSH: glutatiéon reducido. Tomada de [13].
Por otro lado, se ha encontrado proteccion después de la induccion transitoria o
permanente de la isquemia, usando compuestos que evitan la formacién de algunos
radicales libres [13]. Dentro de estos compuestos se encuentran inhibidores de la

NADPH oxidasa, la COX o la XO (Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos que inhiben la produccion de radicales libres.

Antioxidante Modelo Tratamiento Efecto
Apocinina Gerbos, 5mg/kg/i.p., 30 Disminuye la muerte neuronal y la
(Inhibe. NADPH OBAC, 5min.  min antes de la oxidacion del ADN. Previene |Ia
oxidasa) l. activacion de astrocitos y células de la
glia.
Tenoxicam Ratas, OBAC 2.50 10 mg/kg Disminuye las lesiones en el hipocampo
(inhibe COX) 45 min 1/24h i.p. después de vy la actividad de la MPO.
R. 45 minde lal.
OBAC: Oclusion bilateral de arterias carotidas, |: isquemia, R: reperfusion, i.p.: inyeccion intraperitoneal, MPO:

mieloperoxidasa. Tomada de [13]

A pesar de la gran cantidad de compuestos antioxidantes que se han evaluado,
solo 4 se han empleado en ensayos clinicos [13]:
1) Tirilazad. Atrapador de radicales libres (Fase lll, estado: inefectivo).
2) Ebselen. Mimetiza la accion de la GPx (Fase lll, estado: efectivo).
3) Edaravona. Se introdujo en el mercado japonés para su uso clinico en casos de

isquemia en junio del 2001.



4) NXY-059. (Fase lll, estado: en pruebas).

5. EL AJO

El ajo [Allium sativum (Familia: Alliaceae)], se ha consumido como especie y

medicina desde hace muchos afos en todo el mundo, debido a que posee
propiedades como: antimicrobiano, antimicético, antineoplasico, antihipertensivo,
inmunosupresor, hipoglicémico, hipolipémico, antioxidante, entre otras [48]. Dichas
propiedades, se atribuyen a los compuestos sulfurados que estan presentes en el
ajo, los cuales varian dependiendo de la presentacion que se trate [49]. Se sabe que
el ajo es rico en compuestos sulfurados y es uno de los vegetales que contiene
niveles elevados de selenio [50].
El olor caracteristico del ajo es debido a la alicina y a otros compuestos sulfurados
solubles en aceite. Los dientes de ajo intactos contienen altas cantidades de y-
glutamilcisteinas, las cuales pueden ser oxidadas para dar alina. Cuando los dientes
de ajo son cortados, la alinasa actua sobre la alina generando la alicina, compuesto
de olor caracteristico extremadamente inestable que se descompone
inmediatamente a dialilsulfuro (DAS), dialildisulfuro (DADS) y dialiltrisulfuro (DATS)
incluyendo las vinildtiinas [51] y el ajoene [50] (Figura 12).
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Figura 12. Cambios quimicos que ocurren en el ajo cuando se corta. La enzima vacuolar alinasa,
rapidamente transforma a la alina citosdlica en alicina, la cual se descompone instantaneamente a
otros compuestos como el dialilsulfuro (DAS), el dialildisulfuro (DADS), el dialiltrisulfuro (DATS), las
vinilditiinas y el ajoene.




En la actualidad se han realizado estudios que apoyan las propiedades
antioxidantes de diferentes preparaciones de ajo, como: extracto de ajo envejecido
[9,52-56], el extracto acuoso [57], el polvo [58], o el aceite de ajo [59], entre otros.
Dichas propiedades se han atribuido a algunos de sus compuestos sulfurados, los

cuales varian dependiendo de la presentacion de que se trate (Tabla 3).

Tabla 3. Principales compuestos sulfurados presentes en los dientes de
ajo, el extracto de ajo envejecido, el polvo de ajo y el aceite de ajoa'b

Diente de ajo

(mg/g producto)

S-alilcisteina sulfoxido (alina) 6.0-14.0
y-glutamilcisteinas® 5.0-15.0
Compuestos derivados de la alina® 3.5-8.0
Extracto de ajo envejecido
S-alilcisteina sulfoxido (alina) 0.2-04
v-glutamilcisteinas® 0.2-0.5
y-glutamil-S-alilcisteina 0.1-04
S-alilcisteina 0.5-0.7
S-alilmercaptocisteina 0.1-0.2
Compuestos derivados de la alina® 0.1-0.2
Polvo de ajo
S-alilcisteina sulfoxido (alina) 10.0-17.0
y-glutamilcisteinas® 12.0-35.0
Compuestos derivados de la alina® 4.0-11.0

Aceite de ajo

Destilacién con vapor:

Dialildisulfuro 0.05-2.8
Dialiltrisulfuro 0.04-2.0
Alilmetiltrisulfuro 0.03-1.7
Compuestos derivados de la alina 0.2-11
Macerado:

Vinilditiinas 0.1-4.7
Ajoene 0.02-1.1
Dialiltrisulfuro 0.02-0.45
Compuestos derivados de la alina® 0.4-6.0

*Tomada de [49].

®La n para cada producto fue de 7 a 15.

°Los valores de las y-glutamilcisteinas de todos los productos son la suma de los compuestos
S-alil y S-trans-1-propenil.

Los compuestos derivados de alina incluyen: alicina y otros tiosulfinatos (después de la
adicién de agua), alilsulfuros, vinilditiinas, ajoene y S-alilmercaptocisteina.

5.1 Extracto de ajo envejecido (EAE)

A pesar de que existen diferentes presentaciones de ajo, el EAE posee ciertas
ventajas de uso con respecto a las otras ya que: 1) no posee el olor caracteristico de

otras presentaciones [60]; 2) no muestra efectos toxicos [61,62]; 3) tiene un alto



contenido de compuestos antioxidantes [63]; 4) se ha evaluado su uso en humanos
[64-67]; y 5) es un producto que se vende comunmente en Los Estados Unidos de

América, Japon y algunas partes de Europa como un suplemento alimenticio.

El EAE es manufacturado por Wakanuga of America de la siguiente manera: los
dientes de ajo se remojan en una mezcla de extraccion que contiene etanol 15-20%.
La mezcla anterior se envejece durante 18-20 meses (extraccion natural) a
temperatura ambiente. Después, el extracto se separa y se concentra para su uso
[51,68].

El EAE Contiene principalmente constituyentes solubles en agua (Tabla 4) y

pequenas cantidades de compuestos solubles en aceite [69].

Tabla 4. Composicion del extracto de ajo envejecidoa’b

Alina 0.32+0.13
Cicloalina 0.34+0.08
v-glutamil-S-alilcisteina 0.25+0.12
S-alilcisteina (SAC) 0.62+0.07
S-1-propenilcisteina (SPC) 0.37+0.04
S-alilmercaptocisteina (SAMC) 0.14+0.03
Acido glutamico 1.240.2

Arginina 2.2+1.1

*Tomado de [42].
®Los datos se expresan como media = SD (mg/g producto) de 6 lotes.

El EAE se caracteriza por tener altos niveles de SAC, SPC y SAMC. El EAE
carece del olor caracteristico del ajo ya que durante el proceso de envejecimiento,
los compuestos irritantes se transforman en compuestos mas estables y menos

toxicos.

El EAE se ha estudiado en diferentes modelos y se ha encontrado que posee

varias propiedades como las que se mencionan a continuacion:

a) Efecto cardioprotector. Inhibe la agregacion plaquetaria en la arteria coronaria
[70] y disminuye los niveles de triglicéridos y colesterol en el suero [71], o que
promueve la circulacion sanguinea [72]. Reduce los niveles de homocisteinas
en el suero ocasionados por deficiencia de folato [73]. Ademas ha mostrado

efecto antiaterogénico y antiarteriosclerético [74].



b) Efecto protector en higado. Protege contra el dafio hepatico inducido por el
tetracloruro de carbono y el acetaminofen [75], previene los efectos
mutagénicos ocasionados por la aflatoxina B1 en el higado [76], previene al
higado de los efectos inducidos por el fenobarbital y bromobenzeno [77],
incrementa la detoxificacion del acetaldehido [68] y disminuye el
envenenamiento por la ingesta de metales pesados en ratas [78].

c) Efecto antiinfeccioso y sobre el sistema inmune. Incrementa la respuesta
inmune contra agentes infecciosos en pacientes con SIDA [79], posee
propiedades inmunoestimuladoras [80], inhibe la inmunosupresion producida
por la luz UV [81] y aumenta la eficacia en vacunas contra el virus de la

influenza, cuando se administra solo es tan eficiente como la vacuna [82].

d) Efecto antioxidante y radio-protector. Protege contra el dafio oxidativo inducido
por la radiacion y la quimioterapia [83], previene la nefrotoxicidad inducida por
la gentamicina [84], reduce dafo antioxidante en fumadores [68], inhibe la
lipoperoxidacion [85], incrementa los sistemas antioxidantes en el cuerpo [86],
atrapa radicales libres [87], inhibe formacion de sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico producidas por el t-butilhidroxiperoxido en fracciones
microsomales de higado [88] y disminuye la producciéon de H,O, en células

endoteliales, cuando estas son expuestas a un sistema generador de O," [89].

e) Efecto anticancerigeno. Inhibe el desarrollo de tumores [90], inhibe la formacion
y la bioactivacion de nitrosaminas [91] y disminuye los niveles de

prostaglandinas en el suero [92].

Ademas se le han encontrado propiedades antiestrés y antifatiga [93], mejora la
memoria y ayuda en el déficit de aprendizaje [94], protege en modelos de Alzheimer
debido a que bloquea la apoptosis inducida por el péptido B-amiloide (inhibe la
actividad de la caspasa 3) [95], mejora el déficit cognitivo temprano en ratones
transgénicos con Alzheimer [96] y disminuye el grado de glucosilacion no enzimatica

de proteinas en pacientes diabéticos [97], entre otros efectos.



lIl. MATERIAL Y METODOS

1. REACTIVOS

El EAE en su presentacion comercial de Kyolic® liquid se adquirié de Wakunaga
of America, Co., Ltd (Misién Viejo, CA).

La nicotidamida adenina dinucleétido fosfato, reducida (NADPH), el glutation
reducido (GSH), la glutation reductasa (GR), el o-ftaldialdehido (OPA), la
hematoxilina, el cloruro de trifenil-tetrazolio (TTC), el peréxido de hidrogeno (H20;) y
la diaminobencidina (DAB) se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

La azida de sodio se adquirié de Hycel de México, S.A de C.V.
El anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina se adquirié de Upstate (Lake Placid, VA).
El anticuerpo secundario dirigido contra IgG de conejo se adquiri6 de Amersham,

Life Science (Buckinghamshire, England).

Todas las sales y solventes fueron adquiridos de casas comerciales conocidas.

2. ANIMALES

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 300-400 g de peso. Los
animales tuvieron libre acceso al agua y al alimento (Dieta comercial, Laboratory
rodent diet 5001, PMI Feeds Inc, Richmond, IN). Durante el estudio, las ratas se
mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura, humedad y luz (ciclos de
12 h luz/oscuridad). Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de
acuerdo a “Guidelines for the care and use of mammals in neuroscience and
behavioral research” [98], asi como con “Los Lineamientos Locales sobre el Uso
Etico de Animales para Experimentaciéon”. Todos los esfuerzos para minimizar el
sufrimiento de los animales de realizaron. En cada experimento, el numero de

animales que se empleo fue de 6 para cada grupo.



3. DISENO EXPERIMENTAL

Los animales de los grupos control, sham (sometidos al procedimiento quirurgico
pero sin induccion de la isquemia) y sometidos a isquemia/reperfusion recibieron 1.2
mL/Kg peso/i.p. de solucion salina estéril. Los animales de los grupos de EAE y

sometidos a isquemia/reperfusion+EAE recibieron 1.2 mL/Kg peso/i.p. de EAE.

Los animlaes del grupo Sham no mostraron cambios con respecto a los del grupo

control, por esta razén los resultados del grupo Sham no se muestran.

3.1 Efecto de la reperfusion

Los animales se sometieron a 2 h de isquemia y se sacrificaron a diferentes
tiempos de reperfusion (Figura 13). El objetivo de este experimento fue evaluar el

efecto del tiempo de la reperfusidn sobre el area de infarto.
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Figura 13. Efecto de la reperfusién en animales sometidos a 2 h de isquemia. La cruz indica
el tiempo de sacrificio.

3.2 Ventana terapéutica

Del experimento anterior, se eligio 2 h de reperfusion para evaluar el tiempo
oOptimo de administracion de EAE. El EAE se administré6 a diferentes tiempos
(durante la isquemia, al inicio de la reperfusién y durante la reperfusion). Los
animales se sacrificaron 2 h después del inicio de la reperfusion (Figura 14). Para los
siguientes experimentos se eligio el tiempo en el que se observo el menor porcentaje

de area de infarto.
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Figura 14. Tiempo o6ptimo de administracion del EAE. La jeringa indica el tiempo de
administracion del EAE y la cruz el tiempo de sacrificio.
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Después de determinar el tiempo de administracion del EAE, se evalud la
ventana terapéutica (tiempo durante cual se mantiene el efecto protector inducido
por el EAE). Los animales se sometieron a 2 h de isquemia y se les administro el
EAE al inicio de la reperfusion. Posteriormente, los animales se sacrificaron a
diferentes tiempos de reperfusion (Figura 15).
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Figura 15. Ventana terapéutica La jeringa indica el tiempo de administracion del EAE vy la
cruz el tiempo de sacrificio.

3.3 Optimizacion de la ventana terapéutica

Posterior a la determinacion de la ventana temporal efectiva de proteccion del
EAE, se evalud la eficacia de mas de una dosis. El esquema 1 muestra 2 tiempos
de sacrificio (grupos independientes de animales), lo que permitié evaluar el curso

temporal de proteccion inducida por el EAE (Figura 16).
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Figura 16. Optimizacion de la ventana terapéutica La jeringa indica el tiempo de
administracion del EAE vy la cruz el tiempo de sacrificio. Esquema 1: Se administré el EAE al
inicio y 1 h después del inicio de la reperfusion, un grupo se sacrificd 3 h después y el otro 4
h después del inicio de la reperfusion. Esquema 2: Se administré el EAE al inicio y 2 h
después del inicio de la reperfusion, el sacrificio fue 4 h después del inicio de la reperfusion.
Esquema 3: Se administré el EAE al inicio, 1 h y 2 h después del inicio de la reperfusién, el
sacrificio fue 4 h después del inicio de la reperfusion.

3.4 Efecto del EAE sobre el estrés oxidativo y los sistemas antioxidantes

Los animales se dividieron en 4 grupos: 1) Control (CT), tratados con solucién
salina; 2) Extracto de ajo envejecido (EAE), tratado con EAE; 3)
Isquemia/reperfusion (21/2R), sometidos a 2 h de isquemia/2 h de reperfusion y
tratados con solucion salina; y 4) Isquemia/Reperfusion+EAE (2I/2R+EAE),

sometidos a 2 h de isquemia/2 h de reperfusion y tratados con EAE.

En este protocolo, para determinar el area de infarto, el nivel de 3-nitrotirosina, la
actividad de las enzimas antioxidantes y el nivel de glutation reducido, se obtuvieron

muestras de 4 grupos independientes de animales.



4. METODOS

4.1 Induccion de laisquemia cerebral

La isquemia focal cerebral se indujo por oclusiéon de la arteria cerebral media
(ACM) segun el meétodo propuesto por Longa et al. [99]. Los animales se
anestesiaron con una camara de halotano. Se realizé una insicion a la altura de la
horquilla esternal y se localizé y aislo la arteria cardtida externa (ACE) e interna
(ACI) cuidadosamente. La oclusion de la ACM se logré con la insercion de un
monofilamento de nylon (40 mm longitud y 0.24 mm de diametro) en el lumen de la
ACE y de la ACI (Figura 17). Dos horas después se le retiro el filamento, para iniciar
la reperfusién. Este procedimiento fue realizado por la Dra. Alma Ortiz Plata,

Departamento de Patologia, INNN.
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Figura 17. Esquema de la introduccion de la sutura para ocluir la Arteria Cerebral Media.

4.2 Area de infarto

Se extrajo el cerebro y se congel6 a -70°C durante 5 min. Se corté en rebanadas

de 2 mm, que se incubaron en TTC al 1% (disuelto en amortiguador de fosfatos 100



mM, pH 7.4) a 37°C durante 30 min. Posteriormente, las rebanadas se fijaron con
formaldehido al 4% (pH=7.4) en PBS. Cuando la actividad mitocondrial es normal, el
TTC se encuentra reducido (area viable: se observa en rojo). Sin embargo, cuando
la actividad mitocondrial se encuentra disminuida el TTC se encuentra oxidado (area
de infarto: se observa blanca). El area de infarto se determiné con un analizador de
imagenes Quantity One de BioRad. Los datos de expresan como porcentaje de area
de infarto. El area se midio en las 3 rebanadas frontales que muestran el estriado y

la corteza. El porcentaje se obtuvo con la siguiente formula:

. . grea Infartada
% area de infarto = - 2100
area total

4.3 Inmunodeteccién de 3-nitrotirosina

Los animales se prefundieron con solucion salina/heparina para eliminar la
sangre del cerebro. Se obtuvieron cortes coronales de 4 um de grosor y se inhibié la
actividad de la peroxidasa enddgena con H;O2 4.5% en metanol por 1.5 h a
temperatura ambiente. Los cortes se incubaron con albumina al 3% en PBS (agente
de bloqueo) en una camara humeda por 30 min. Después, se incubaron toda la
noche con el anticuerpo anti-nitrotirosina, diluido 1:700 en albumina 1% en PBS. Las
muestras con el anticuerpo primario se lavaron y se incubaron durante 1 h con un
anticuerpo peroxidado anti-IgG de conejo, diluido 1:250 en PBS. Las muestras se
lavaron y se incubaron 1 min con DAB-H;0, y se lavaron de inmediato. Finalmente
los cortes se tiferon con hematoxilina para dar contraste a los componentes del
tejido y se analizaron por microscopia de luz. El conteo de las células se realiz6 en 5
campos seleccionados al azar. Las células positivas (café) se determinaron por
medio de un analizador de imagenes computarizado KS-300 3.0 (Hallbergmoos,
Alemania). Los cortes de cada grupo se incubaron bajo las mismas condiciones para
que la inmunotincion fuera comparable. Los datos se expresan como el % de células
positivas.

= células positivas

% células positivas = X100
= células totales




4.4 Homogenizacion de los tejidos para la actividad enziméatica

Se extrajo el estriado y la corteza izquierda y se homogenizaron en 550 uL de
amortiguador de lisis (TRIS 10 mM (pH 7.9), NaCl 15 mM, Sacarosa 0.25 mM, triton
0.1% vy los siguientes inhibidores de proteasas: PMSF 1 mM, aprotitina 1 ug/mL y
leupeptina 1 ug/mL). EI homogenado se centrifugdé durante 30 min a 10,000 rpm. Se
separo el sobrenadante y se congeld a -20°C hasta que se realiz6 la determinacion

de la actividad enzimatica.

4.5 Actividad de la catalasa (CAT)

2HaOp ST L 2 HO + O

Para esta determinacion se uso el método de Aebi [34] que mide la desaparicion
de H,0O; a 240 nm. En una celda de cuarzo se colocaron 25 uL del homogenizado y
se le adicionaron 725 pL de H;O, 7.7 mM e inmediatamente se midioé el cambio de
absorbancia a 240 nm cada 15 seg durante 2 min. De acuerdo a Aebi, se uso la
constante de reaccién de primer orden (k) como la unidad de actividad de la
catalasa, la cual queda definida de acuerdo a la siguiente férmula: k = (1/t)(2.3 x log

A,/A,) donde t = intervalo de tiempo medido, A, y A, son las absorbencias del H2O;

en los tiempos t, y t,. Los resultados se expresan como k/mg proteina.

4.6 Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

HO; +2G8SH 5P | ROH + GSSG + HO

MADPH | R

2GSH + NADP*

Se empled el método de Lawrence y Burk [100], en el cual la GPx cataliza la
reduccién del H,O, acoplado a la oxidacion del GSH a GSSG, el cual a su vez es
reducido por la glutatién reductasa (GR) en presencia de NADPH. La disminucién de
la concentracion de NADPH se detecté a 340 nm. Se tomaron 100 uL del
homogenado y se mezclaron con 800 uL de una solucién amortiguadora de fosfatos
50 mM (pH 7.0), con la siguiente composiciéon: EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM,
NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y 1 U de GR/mL. De la misma manera, se prepard un

tubo de actividad inespecifica con 100 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH



7.0). Los tubos se incubaron 5 min a temperatura ambiente y su contenido se
adicion6 a una celda de cuarzo que contenia 100 puL de H;O, 7.7 mM e
inmediatamente se leyo la absorbancia a 340 nm cada min durante 5 min. Los datos
se expresan como U/mg proteina. Una unidad de GPx se define como la cantidad de

enzima que oxida 1 umol de NADPH por min.

4.7 Glutation reducido
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Se homogenizaron los tejidos en 600 uL de amortiguador de fosfatos con EDTA
(pH 8) (FEDTA) y 160 pL de H3PO4 25%. Se centrifugaron los homogenados a
12,000 rpm durante 30 min a 4°C. Se adicionaron 100 pyL del homogenado diluido
1:10 a 1800 pL de FEDTA. Posteriormente, se adicionaron 100 yL de OPA y se
incubd cada tubo durante 15 min a temperatura ambiente y en condiciones de
oscuridad. EI GSH se determind midiendo la emision de fluorescencia a 420 nm
empleando una longitud de onda de excitacion de 350 nm durante 3 min, cada 10
seg. La concentraciéon de GSH se obtuvo interpolando la lectura obtenida en una
curva estandar (37.5 ng/mL a 150 ng/mL) [101].

4.8 Anédlisis estadistico

Los datos se presentan como la media * |la desviacién estandar. Los datos obtenidos del
efecto de la reperfusién, de la ventana terapéutica y de la optimizacién de la ventana
terapéutica se analizaron mediante ANOVA, seguido de una prueba de Dunette. Los datos
obtenidos del efecto del EAE sobre la actividad de las enzimas antioxidantes (CAT y GPx) y
los niveles de GSH se analizaron mediante ANOVA seguido de una prueba de Tukey. En
ambos casos se empled el programa Prism 2.01, Graph Pad (San Diego, CA). Un valor de

P<0.05 se consideré estadisticamente significativo.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. EFECTO DE LA REPERFUSION

El area de infarto (drea blanca) aumentd conforme increment6é el tiempo de
reperfusion (Figura 18). Al inicio de la reperfusién no se observo area de infarto
neuronal, mientras que 1 h después del inicio de la reperfusion, el dafio fue de 11.7
+17.78%, a las 2 h el area de infarto fue de 30.69 £ 7.28%, a las 3h aument6 hasta

45.65 + 22.09% (Foto no mostrada) y a las 24h fue de 49.22 + 8.37%.
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Figura18. Efecto de la reperfusion. Fotografia representativa del area de infarto en los
diferentes tiempos de reperfusiéon evaluados. Los valores se expresan como la media + D.E.

n=6/grupo.

A partir de las 2 h se observé un incremento significativo en el area de infarto. A

las 3 h se observo el maximo dafio, que se mantuvo hasta las 24 h (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del tiempo de reperfusién sobre el area de infarto después de 2 h de
isquemia. Los valores se expresan como la media + D.E. n=6/grupo. *P < 0.01 vs el grupo

control.




El estrés oxidativo es un evento importante que participa en la muerte neuronal
[10,102]. Nita et al. [47] demostraron que el area de infarto aumenta conforme
incrementa el tiempo de la reperfusion. Dicho aumento se debe a que en las células,
que han sido privadas de nutrientes y O, (isquemia), al entrar en contacto con el O,
(reperfusion), se desata una serie de reacciones que inducen la formacion de
radicales libres. Los resultados obtenidos muestran que a partir de las 3 h el dafio ya
no aumenta considerablemente, indicando que a este tiempo el maximo dafio se ha

alcanzado.

2. TIEMPO OPTIMO DE ADMINISTRACION DEL EAE

Se evalué el efecto de diferentes tiempos de administracion del EAE sobre el
dafio inducido por 2 h de isquemia y 2 h de reperfusion, debido a que en este tiempo

ya se observo un dafio significativo.

La figura 20 muestra que solo la administracion del EAE al inicio de la reperfusion
pudo prevenir el aumento en el area de infarto inducida por 2 h de isquemiay 2 h de

reperfusion.
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Figura 20. Tiempo 6ptimo de administracién de EAE. Fotografias representativas del area de
infarto 2 h después de la reperfusion. La jeringa indica el tiempo de administracion. En la
gréfica *P<0.01 vs grupo control. Los valores se expresan como la media + D.E. n=6/grupo.



El cerebro de los animales que recibieron el EAE al inicio de la reperfusion
mostré un area de infarto de 9.2 + 17%, mientras que administrado 30 min antes 'y 1
h después del inicio de la reperfusién no evitd el dafio inducido por la isquemia-
reperfusion (26.0 £ 18.9% y 20.9 £ 9.7%, respectivamente) (Figura 20).

La administracion del EAE 30 min antes del inicio de la reperfusion no mostrd
ningun tipo de proteccion. Esto puede deberse a que los compuestos antioxidantes
del EAE se consumen con los radicales libres que se generan durante la isquemia,
guedando pocas moléculas para reaccionar durante la reperfusion. Dado que se ha
demostrado que el pico maximo de produccién de radicales libres ocurre 20 min
después del inicio de la reperfusion [103], es posible que las pocas moléculas
antioxidantes que quedaron para reaccionar con los radicales libres generados en

este periodo hayan sido insuficientes.

Por otro lado, cuando el EAE se administr6 1 h después del inicio de la
reperfusién, se observé una ligera disminucion en el dafio que no es
estadisticamente significativo. Como se menciond, la produccion maxima de
radicales libres ocurre 20 min después del inicio de la reperfusion, lo que sugiere
que la llegada de los componentes antioxidantes del EAE al tejido podria estar
ocurriendo cuando el dafio oxidativo ya ha ocurrido. Ademas, el EAE podria no
ofrecer una proteccién significativa, dada la farmacocinética que se conoce del

principal componente del EAE (ver mas adelante).

Finalmente, la administracién del EAE al inicio de la reperfusibn muestra una
clara proteccion, lo que sugiere que los momentos iniciales de la reperfusién son
criticos en el dafilo que sufrirhd la célula por estrés oxidativo. Nita et al [48]
demostraron que este evento se presenta soOlo cuando se trata de isquemia
transitoria y que el dafio se enfoca en los primeros 20 min de reperfusion. El
incremento subito en la concentracion de O, es lo que desata las reacciones en

cadena que llevan a la produccién masiva de radicales libres [48].

Por otro lado, el pico de produccién de radicales libres durante la reperfusion (20
min), coincide con el tiempo en el que se encuentra la mayor concentracion del

principal componente (la S-alilcisteina, SAC) del EAE después de su administracion



oral [104]. Se ha demostrado que la SAC tiene propiedades antioxidantes [88,102] y
tarda aproximadamente 30 min en alcanzar su concentracibn maxima en el cerebro
[104]. Lo anterior sugiere que el efecto protector del EAE administrado al inicio de la
reperfusion, se debe a que los compuestos antioxidantes del extracto EAE atrapan
los radicales libres que se generan durante la reperfusion, previniendo de esta forma

el dafo oxidativo.

Finalmente, un punto importante que se debe resaltar es la variabilidad que existe
entre los individuos, la cual indica que reaccionan de manera diferente al
tratamiento, es decir, algunos individuos reaccionan favorablemente, pero hay otros
en los que el tratamiento no es eficaz para reducir lo niveles de oxidacion y la muerte

neuronal.

3. VENTANA TERAPEUTICA

Como la administracion del EAE al inicio de la reperfusion previene la aparicion

del area de infarto, se determiné cuanto tiempo se mantiene esta proteccion.

Se observo que 2 h después del inicio de la reperfusion el dafio celular disminuye
considerablemente (3.4 + 4.6%), pero 3 y 4 h después ya se observdé un aumento
considerable en el dafio (30.2 + 5.2% y 25.5 + 3.5% respectivamente) que es similar
al del grupo sin EAE. Esto indica que la administracion del EAE (1.2 mg/mL) sélo

protege del dafio celular 2 h posteriores al inicio de la reperfusion (Figura 21).
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Figura 21. Ventana terapéutica de la administracién del EAE al inicio de la reperfusion.
Fotografias representativas del area de infarto a diferentes tiempos de reperfusion. La jeringa

indica el tiempo de la administracion del EAE. Los valores se expresan como la media + D.E.
En todos los grupos se eliminé un dato muy disperso. n=6/grupo.
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Como se menciond antes, debe considerarse la variabilidad de cada individuo ya
que no todos responden de la misma manera. En el grupo que se sacrificé alas 2 h
de la reperfusiébn se obtuvo un promedio de 9.23 + 17% de éarea de infarto. La
desviacion tan grande se debe a un individuo que mostré un area de infarto del 50%,
ya que 3 individuos mostraron un area aproximadamente del 10% y 4 no mostraron
area de infarto. Excluyendo el punto de 50% el promedio es 3.4%, encontrandose
una diferencia significativa contra el grupo sin EAE. Resultados similares se
observan 3 y 4 h después del inicio de la reperfusién ya que un individuo en cada

tiempo muestra un dafo excesivo (53 y 66% respectivamente) (Figura 22).
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Figura 22. Respuesta individual en animales que recibieron el EAE al inicio de la reperfusion y
sacrificados a diferentes tiempos. n=7-8. “P < 0.01 vs el grupo sin EAE, eliminando el punto de
50%.

El incremento en el area de infarto que se observo 3 h después del inicio de la
reperfusion es grande y rapido ya que en 1 h aumenta de 3.4 (si quitamos el punto
de 50% de dafo) a 25%. Este aumento podria deberse a que los antioxidantes del
EAE y los sistemas antioxidantes de las células se ven sobrepasados por los
radicales libres que se contindan formando y acumulando dentro de la célula durante

la reperfusion, lo que lleva finalmente al dafio celular.

Finalmente, los resultados obtenidos de la ventana terapéutica claramente

muestran que la administraciéon del EAE al inicio de la reperfusién protege en la



mayoria de los casos, sugiriendo que el tratamiento de EAE retrasa y/o disminuye
las sefiales de muerte neuronal (apoptosis 0 necrosis). Se ha propuesto que las
células del &rea de infarto mueren por necrosis, debido a la gran cantidad de
eventos que acontecen en la célula en un tiempo muy corto [105]. Sin embargo,
también se sabe que una cantidad considerable de células mueren por apoptosis,
sobretodo las que se encuentran en el area de penumbra y esto depende de la
intensidad del estimulo en los receptores de NMDA [105]. En este contexto, se ha
reportado el efecto anti-apoptético de la SAC (el principal componente del EAE)
[105], lo que sugiere que el EAE podria prevenir o bloquear las sefales que inducen

la muerte por apoptosis, reflejandose esto en la disminucion del area de infarto.

4. OPTIMIZACION DE LA VENTANA TERPEUTICA

Con el objetivo de prolongar el tiempo de proteccion que induce el EAE al inicio
de la reperfusion, se probaron diferentes esquemas de administracion del EAE vy los

animales se sacrificaron a diferentes tiempos de reperfusion (Figura 23).
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Figura 23. Optimizacion de ventana terapéutica. Fotografias representativas del area de
infarto a los diferentes tiempos de administracion de EAE y de sacrificio. La jeringa indica el
tiempo de administracion del EAE. Los valores estan expresados como la media + D.E.
n=6/grupo.
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Cuando el EAE se administra al inicio y 1 h después del inicio de la reperfusion,

se observd que los animales sacrificados a las 3 h mostraron un area de infarto



menor (13.5%) que los tratados s6lo con una dosis al inicio de EAE (25%). Sin
embargo, 4 h después del inicio de la reperfusion, el area de infarto aumento
nuevamente a 25% (Figura 23), lo que confirma que el efecto protector del EAE es

transitorio, y maximo alrededor de 2 h.

Cuando se administro el EAE al inicio y 2 h después del inicio de la reperfusion
no se observo un efecto protector a las 4 h (28%). Estos resultados sugieren que 2 h
después del inicio de la reperfusion (cuando aun no se observa area de infarto) los
sistemas antioxidantes de la célula y los componentes antioxidantes del EAE se ven
sobrepasados por los radicales libres que se estan generando, lo que podria estar

llevando a la muerte celular.

Finalmente, cuando el EAE se administra cada hora, no se observo un efecto
protector a las 4 h de reperfusion. Estos resultados, indican que a pesar de que se
administre una dosis mayor de EAE, el dafio solo se retrasa pero no se bloquea
totalmente. Esto sugiere que durante la isquemia/reperfusion, ademas del estrés
oxidativo se estdn activando otros mecanismos de dafio que pueden ser

independientes del estrés oxidativo.

5. MECANISMO DE PROTECCION DEL EAE

5.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se hizo evidente por la deteccion de la 3-nitrotirosina (3-NT).
La administracion del EAE evitd parcialmente el incremento en el nivel de 3-NT
inducido por la isquemia/reperfusion (I/R: 31.5 £ 6.69% y I/R+EAE: 7.5 £ 4.25%). El
EAE solo no tuvo efecto (Figura 24).

Los resultados obtenidos sugieren que la disminucién del area de infarto en los
animales que recibieron el EAE podria deberse, al menos parcialmente, a las
propiedades antioxidantes del extracto ya que los niveles de 3-NT disminuyeron

considerablemente.
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Figura 24. Efecto del EAE sobre el nivel de 3-nitrotirosina (3-NT) en animales sometidos a 2 h
de isquemia y 2 h de reperfusion. Panel superior: fotografia representativa de cada grupo con
algunas células positivas para la 3-NT (flecha). Grafica: los valores se presentan como la
media + D.E. n=6/grupo. Letras diferentes indican que son significativamente diferentes.

Se ha reportado que el principal componente del EAE, la SAC, atrapa O,", ‘OH,
H.O, y ONOO" entre otros radicales libres [106]. El ONOO" y el *OH son los radicales
mas reactivos [107], ya que reaccionan con las moléculas bioldgicas (proteinas,
ADN, lipidos y en menor grado con los carbohidratos) lo que lleva a la muerte
celular. Esto sugiere que el EAE podria tener una doble funcién: prevenir la

formacion del ONOQO' y del *OH, asi como atrapar al ONOO' y al *OH ya formado.

Por otro lado, otro marcador de dafio oxidativo que se ha empleado en el modelo
de isquemia cerebral es la lipoperoxidacion. Esta puede determinarse midiendo la
cantidad de malondialdehido (uno de los productos finales de la lipoperoxidacién)
[107] o la cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico [10,102]. En este
contexto, se sabe que el EAE inhibe la fase de propagacion de la lipoperoxidacion
[10,102], lo que es importante ya que podria estar retrasando las sefales de muerte
celular y por esto el area de infarto disminuye.



5.2 Antioxidantes enzimaticos

A. Catalasa (CAT). La isquemia/reperfusion incrementd la actividad de CAT en la
corteza (0.0062 + 0.000485 k/mg proteina) con respecto al control (0.0041 + 0.0007
k/mg proteina). EI EAE previno este incremento (0.0051 = 0.00042 k/mg proteina),

aungue sigue siendo significativamente mayor que la del control (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del EAE sobre la actividad de la catalasa en la corteza de animales
sometidos a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusion. Los valores se representan como la media +
D.E. n=6/grupo. Letras diferentes indican que son significativamente diferentes.

El aumento en la actividad de la CAT durante la isquemia/reperfusion, contrasta
con lo reportado por otros grupos [47] y en otros modelos [84], donde se ha
observado que la actividad disminuye. Por otro lado, se ha reportado que bajo
ciertas condiciones, el estrés oxidativo promueve la sintesis del ARN, de la catalasa
[108]. Ademés, cuando las células han sido expuestas a condiciones de estrés, se
observa un incremento en la actividad y en la expresion de las enzimas
antioxidantes, lo cual podria explicar el aumento en la actividad de la CAT en el
grupo sometido a isquemia/reperfusion. Se sabe que la oclusion de la arteria
cerebral media provoca dafios primero en el estriado y después en la corteza. Por
ello, es probable que el estrés oxidativo en la corteza sea menor que en el estriado,
lo que permitiria la trascripcion del gen de la CAT. Sin embargo, es necesario

cuantificar la proteina y el ARN, de la CAT.



En el estriado se observo que la actividad de la CAT disminuyd en los grupos IR
(0.00319 + 0.000566 k/mg proteina) y EAE (0.00226 + 0.00059 k/mg proteina) con
respecto al control (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del EAE sobre la actividad de la catalasa en el estriado de animales
sometidos a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusion. Los valores se representan como la media +
D.E. n=6/grupo. Letras diferentes indican que son significativamente diferentes.

La disminucién en la actividad de la CAT, concuerda con lo reportado por otros
grupos [109], donde se ha reportado la disminucion de la actividad de esta enzima
durante la isquemia/reperfusion. Por otro lado, es posible que los radicales libres que
se generan durante la reperfusion puedan oxidar a la CAT provocando su

inactivacion.

Por otro lado, la disminucion que se observo en el grupo que solo recibié EAE
concuerda con lo reportado por Pedraza et al. [109], quienes reportaron que la
alimentacion con polvo de ajo disminuye la actividad de la CAT en el higado y en el
rifidn. En este trabajo se encontré que el nivel de ARN,, permanece constante,
mientras que la actividad y la cantidad de la CAT disminuye. Ademas, la disminucion
en la cantidad de la CAT se asoci6 con una reduccion en la sintesis de la enzima, ya
gue la degradacion se mantuvo constante. Finalmente, la disminucién en la actividad
de la CAT también podria deberse a las propiedades antioxidantes del EAE, ya que
tiene la capacidad de atrapar H,0Ox.



B. Glutatién peroxidasa (GPx). La GPx es otra enzima que metaboliza al H,O,

cuando se encuentra en exceso. En la mayoria de los 6rganos, la CAT es la primera
linea de defensa para combatir al H,O, y cuando esta se ve sobrepasada, la GPx le

ayuda [37]. Sin embargo, en el cerebro hay una mayor cantidad de GPx que de CAT.

En el estriado la actividad de la GPx no mostré cambios en ninguno de los grupos
de estudio (Datos no mostrados).

En la corteza se observé una disminucion en la actividad de la GPx en los
animales sometidos a isquemia/reperfusion (4.145 + 0.5887 mU/mg proteina),
comparado con el grupo control (6.41 + 0.8234 mU/mg proteina). El tratamiento con
EAE impidié la disminucion en la actividad de la GPx (6.235 * 1.198 mU/mg

proteina). EI EAE no tuvo efecto sobre la actividad de esta enzima (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del EAE sobre la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) en la corteza de
animales sometidos a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusion. Los valores se representan como
la media = D.E. n=6/grupo. Letras diferentes indican que son significativamente diferentes.

La disminucion en la actividad de la GPx en los animales sometidos a
isquemia/reperfusion podria deberse a la oxidacién de esta enzima. La GPx es
particularmente susceptible a la oxidacion por el ONOO" y el anién O, [110,111] y
en este protocolo el aumento en los niveles de ONOO™ fue evidente por el aumento
en los niveles de 3-nitrotirosina. EI ONOO’™ puede reaccionar con el residuo de
selenocisteina que se encuentra en el sitio activo de la GPx disminuyendo asi la

actividad enzimatica [110]. Ademas, la disminucion en la actividad de la GPx podria



estar asociada con la disminucién en el contenido de GSH, el cual es utilizado por la

GPx como donador de protones para reducir al H,O, como ya se ha reportado [112].

El efecto protector del EAE podria estar relacionado con sus propiedades
antioxidantes como se ha asociado en otros modelos [59,87]. EI EAE tiene la
capacidad de inhibir la SON y atrapar O, y ONOO" [54,106], lo que podria impedir

la oxidacion de la GPx.

5.3 Glutation

Se determind el nivel de GSH, el antioxidante no enzimético mas importante de la
célula [15].

En el estriado no se observaron cambios estadisticamente significativos en el
nivel de GSH en ninguno de los grupos estudiados, a pesar de que se observo una

tendencia a disminuir en el grupo I/R (Tabla 5).

Tabla 5. Cantidad de GSH en los diferentes tejidos y con los diferentes tratamientos.

GSH (ug/mg proteina)
~Grupo CT EAE IIR IIR +EAE
Tejido
Corteza 4.7 +2.6" 79+1.28 3.6 +0.4" 8.6+ 1.9°%
Estriado 4.7 +2.5" 4.9+23" 26+12" 3.7+15"

Los valores se representan como la media + D.E. n= 6/grupo.

Letras diferentes indican que son significativamente diferentes.

En la corteza de los animales sometidos a isquemia/reperfusion se observé una
ligera disminucion en la cantidad de GSH, la cual no es significativamente diferente
con respecto al control. Se ha reportado que el nivel de GSH disminuye 22 h
después del inicio de la reperfusion [112], debida al estrés oxidativo que se induce
durante la isquemia/reperfusion. Ademas, se ha reportado que la actividad de una de
las enzimas que reciclan el GSH, la glutatiéon reductasa, se encuentra disminuida en

el modelo de isquemia cerebral [112]

Por otro lado, los grupos que recibieron EAE (EAE e IR+EAE) muestran un
incremento en los niveles de GSH en la corteza (Tabla 5). Esto podria deberse a la
técnica que se empleo para cuantificar los niveles de GSH, ya que ésta se basa en

la medicion de la intensidad de la fluorescencia que se produce de la reaccion de



derivatizacién entre los grupos sulfhidrilo (SH) libres de la muestra con el o-
ftaldialdehido. EI EAE es una presentacion del ajo rica en compuestos azufrados
(SH), lo que podria explicar el incremento en la sefial de fluorescencia. Otra
explicacion podria ser un aumento en la sintesis de GSH; sin embargo, no se sabe si
el EAE induce la expresion del ARNy, de la glutatibn sintetasa. Por otro lado, la
transcripcion de la enzima limitante en la sintesis del GSH, la y-glutamilcisteina
ligasa, es regulada por el factor de transcripcion NF-kB [113] y se sabe que este
factor se activa durante la isquemia cerebral [114], mostrando un efecto protector

cuando el estimulo no es muy intenso (como podria ocurrir en presencia del EAE).

Finalmente, un dato curioso es el hecho de que a diferencia de la corteza, en el
estriado no aumenta la concentracion aparente de GSH en los grupos que recibieron
EAE. Esto sugiere que la distribucion de los compuestos sulfurados presentes en el

EAE, no es igual en todas las regiones del cerebro.

En resumen, los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que el efecto
protector que ejerce el EAE sobre el dafio neuronal inducido por la isquemia y la
reperfusion, podria estar asociado principalmente con sus propiedades
antioxidantes. Debido a que previene parcialmente el incremento en los niveles de 3-
nitrotirosina (marcador de dafio oxidativo a proteinas) y evita que disminuya la
actividad de la GPx. En este contexto, se ha reportado que el componente
mayoritario del EAE, la S-alilcisteina, ejerce un efecto protector en un modelo
transitorio de isquemia global, actuando como un atrapador de radicales libres ya
qgue inhibe la lipoperoxidacién [10,102]. Esto sugiere que los compuestos
antioxidantes del EAE podrian estar secuestrando los radicales libres que se forman
durante la reperfusion, evitando por un lado la oxidaciébn de los sistemas
antioxidantes celulares y por otro blogueando la activacion vias que responden al
estado redox de la célula, como la apoptosis. Sin embargo, esto aun debe
estudiarse. Por ultimo, es posible que el EAE regule la expresion de genes que
respondan al estrés oxidativo (defensas antioxidantes). En un modelo de
insuficiencia renal asociado con estrés oxidativo, se ha encontrado que el EAE no
afecta la expresion del ARNm o de la proteina de las enzimas antioxidantes SOD,
CAT y GPx [109], sugiriendo una baja probabilidad para que esto suceda el modelo
de isquemia cerebral empleado.



V. CONCLUSIONES

1. El EAE protege contra el dafio ocasionado por 2 h de isquemia y 2 h de
reperfusion.

2. EI EAE muestra una ventana temporal terapéutica de 2 h
aproximadamente, solo si se administra al inicio de la reperfusion.

3. El efecto protector del EAE puede ampliarse con dosis repetidas.

4. El efecto protector del EAE podria estar asociado con su propiedad
antioxidante y con la preservacion de la actividad de la GPx.
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