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I. Resumen 

 

Cuando se interrumpe el flujo sanguíneo (isquemia) hacia el cerebro 

se desencadena una serie de procesos que pueden causar daño con diferente 

grado de severidad. Además, se ha reportado que si el flujo sanguíneo no se 

reestablece (reperfusión) rápidamente el daño se exacerba, por lo que es 

importante encontrar alguna forma de disminuir y/o prevenir este daño. 

Debido a que la muerte neuronal es secundaria a la activación de una serie 

de eventos, el tratamiento con un solo agente no es suficiente para 

disminuir de manera eficiente el área cerebral infartada ni revertir las 

alteraciones conductuales. En este contexto, el estrés oxidativo y la 

inflamación participan activamente en el mecanismo fisiopatológico que 

lleva a la muerte neuronal en el modelo de isquemia−reperfusión cerebral. 

Por ello, en este trabajo nos propusimos evaluar el efecto de la 

administración combinada del extracto de ajo envejecido (EAE: 

antioxidante) y del jugo de mangostán (MANG: anti−inflamatorio), como 

una alternativa para obtener una terapia eficaz.  

 

Se emplearon ratas macho Wistar (300−350 g) que se sometieron a 2 

h de isquemia (ocluyendo la arteria cerebral media) y a diferentes tiempos 

de reperfusión. En el protocolo 1 se evaluó el efecto sobre el área de infarto 

de la administración del EAE. En el protocolo 2 se evaluó el efecto de la 

administración del MANG sobre el área de infarto. En ambos protocolos, el 

EAE y el MANG se administraron 30 min antes (−30R), al inicio (0R) y 1 h 

después (1R) de la reperfusión. En el protocolo 3 se evaluó el efecto de la 

administración combinada del EAE y del MANG. En los tres protocolos, la 

dosis de EAE fue 1.2 mL/kg peso/i.p. y la de MANG fue 3 mL/kg peso/i.p. Se 

evaluó la conducta y se determinó el área de infarto. 



2 
 

En el protocolo 1, sólo la administración del EAE al inicio o 30 min 

antes de la reperfusión previno el daño neuronal en un 86% comparado con 

los animales que fueron sometidos a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión. 

En el protocolo 2, la mayor protección (57%) se observó cuando el MANG se 

administró 30 min antes, ya que cuando se administró al inicio o 1 h 

después de la reperfusión, la protección fue del 41% y del 13.5%, 

respectivamente. En el protocolo 3, la administración combinada del EAE y 

el MANG generó una protección del 36.9% a las 22 h,  comparado con los 

animales sometidos a 2 h de isquemia y a 22 h de reperfusión. Finalmente, 

sólo se observó mejoría en la evaluación de la conducta a las 22 h de 

reperfusión con el tratamiento combinado.  

 

Los resultados obtenidos indican que la administración combinada 

del EAE y del MANG protege parcialmente contra el daño cerebral y las 

alteraciones conductuales inducidos por la isquemia−reperfusión a las 22 h, 

mientras que los extractos por si solos no protegen a este tiempo 

(2I/22R+EAE: 42.9 ± 5.3% y 2I/22R+MANG: 42.5 ± 3.2%). 
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II.       Antecedentes 

 

1. Isquemia−reperfusión cerebral 

 

La enfermedad vascular cerebral representa la tercera causa de 

muerte en países industrializados después de las enfermedades 

cardiovasculares y del cáncer. A un más significativo, el infarto cerebral o 

isquemia cerebral es la primera causa de incapacidad permanente [1]. 

 

Se entiende como isquemia cerebral, la disminución o el cese de la 

circulación sanguínea (por lo tanto de oxígeno y de glucosa), lo que 

desencadena una serie de eventos que traen consecuencias graves e incluso 

pueden llegar hasta la muerte. 
 

La isquemia cerebral se clasifica en dos tipos:  

 

• Isquemia global, se presenta por una falla completa del bombeo 

cardiovascular o por una hipoxia cerebral difusa, lo que reduce el flujo 

sanguíneo a través de todo el cerebro. Este tipo de isquemia no debe durar 

más de 5−10 min, de lo contrario el paciente podría mantenerse con vida 

pero en estado vegetativo [2]. 

 

• Isquemia focal, que se presenta frecuentemente a partir de una 

oclusión de los vasos sanguíneos extra e intracraneales [2]. En este tipo de 

isquemia se generan dos áreas: 1) de infarto, donde el flujo sanguíneo es 

mínimo, por lo que se agotan las reservas energéticas y ocurre la muerte 

celular  (Figura 1) y 2) de penumbra, zona que se localiza entre el tejido 

perfundido normalmente y el área de infarto (Figura 1); esta área muestra 



4 
 

un flujo sanguíneo moderadamente reducido por lo que depende de la 

circulación colateral, la cual preserva la viabilidad celular aunque no su 

función [3]. Debido a esto, las medidas terapéuticas están enfocadas al 

rescate de las células del área de penumbra [3, 4]. La isquemia focal que 

dura más de 1 h invariablemente ocasiona un infarto cerebral [5]. 

 

 
 
Figura 1. Área de infarto (zona roja) y área de penumbra isquémica (zona azul y amarilla). A la 
izquierda se muestran algunas alteraciones morfológicas y bioquímicas que ocurren en cada área. 
Tomado de [6]. 
 

El cerebro posee una tasa de respiración notablemente alta, ya que 

constituye aproximadamente el 2% de la masa corporal en el adulto y 

consume el 20% de O2 basal. Este consumo es independiente del estado de 

la actividad mental; varía poco entre el sueño o la intensa concentración. La 

mayor parte de la producción energética del cerebro sirve para impulsar la 

ATPasa de Na+/K+ de la membrana plasmática, la cual mantiene el 

potencial de membrana requerido para la transmisión del impulso nervioso 

[7]. 

 

La severidad de la lesión cerebral en la isquemia está determinada 

por el grado y la duración de la pérdida del flujo sanguíneo; de esto 

dependerá que el cerebro sufra sólo una disfunción temporal o un infarto 
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cerebral. En muchos casos, la restitución del flujo sanguíneo añade efectos 

deletéreos a los inducidos por la isquemia, ya que incrementa el área de 

infarto y no previene la muerte celular [7]. Por ello, es esencial el empleo de 

agentes que bloqueen el daño metabólico y bioquímico, así como agentes 

que favorezcan la recuperación del tejido isquémico. 

 

La isquemia cerebral produce una secuencia compleja de eventos, ya 

que la disminución del flujo sanguíneo induce hipoxia e hipoglucemia. Al no 

haber aceptor final de electrones (O2), se disminuye la fosforilación 

oxidativa y consecuentemente la producción de ATP [7]. La disminución en 

el nivel de ATP ocasiona un mal funcionamiento de la ATPasa de Na+/K+, 

permitiendo la entrada de Na+ y la salida de K+. Esto ocasiona la 

despolarización de la membrana plasmática y la liberación de 

neurotransmisores como el glutamato, el aspartato, la glicina, el GABA y la 

dopamina [8−10].  

 

La acumulación de glutamato en el espacio extracelular produce 

excitotoxicidad, también se debe a una falla de los sistemas de recaptura y 

de la enzima que cataliza la conversión de glutamato a glutamina, ya que 

ambos dependen de ATP [8, 11]. 

 

La despolarización de la membrana plasmática hace que el ion Mg2+ 

que bloquea el canal iónico de los receptores de glutamato tipo 

N−metil−D−aspartato (NMDA) sea removido, permitiendo la entrada de 

Ca2+ a la célula. El Ca2+ también puede entrar a la célula por canales 

permeables a Ca2+ dependientes de voltaje, lo que induce una mayor 

liberación de glutamato. El aumento intracelular de Ca2+ no solo se debe a 

la entrada de Ca2+, sino también a su liberación de pozas internas a través 
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de un mecanismo que es mediado por el inositol trifosfato. El aumento de 

los niveles intracelulares de Ca2+ provoca la activación de varias enzimas 

como endonucleasas, fosfolipasas, calpaina, óxido nítrico sintasa (NOS, por 

sus siglas en inglés), proteína cinasa C y xantina oxidasa [11]. 

 

La activación de la fosfolipasa ya sea por un aumento de Ca2+ o por la 

estimulación excesiva de los receptores NMDA por el glutamato [11−13] da 

como resultado la hidrólisis de los fosfolípidos de la membrana y la 

liberación de ácidos grasos incluyendo el ácido araquidónico, un precursor 

metabólico importante para la señalización celular de eicosanoides [14, 15]. 

Además, el metabolismo oxidativo del ácido araquidónico genera radicales 

libres y prostaglandinas [13−15].  

 

Se ha reportado que la activación de la calpaina por acción del Ca2+ 

en la isquemia cerebral tiene efectos negativos debido a la proteólisis de las 

proteínas del citoesqueleto, receptores de membrana, proteínas 

dependientes de calmodulina, proteínas G, enzimas implicadas en 

señalización (como la proteína cinasa C) y muchos factores de transcripción 

[16−22]. 

 

Otros eventos que ocurren son: la inhibición de la síntesis de 

proteínas, la generación de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 

(ERO y ERN, respectivamente), la reacción inflamatoria y la apoptosis [6]. 

 

2. Estrés oxidativo 

 

Si bien es cierto que el O2 es indispensable para los organismos 

aerobios (pues es el aceptor final de los electrones en la cadena 
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respiratoria), también es cierto que a altas concentraciones o bajo ciertas 

condiciones puede llegar a ser tóxico. Ahora se sabe que la toxicidad del O2 

se debe a la producción de moléculas en las que el oxígeno esté 

parcialmente reducido, conocidas como especies reactivas de oxígeno (ERO). 

 

a) Especies reactivas de oxígeno (ERO) 

 

Anión superóxido, O2
•−. Se genera en muchas reacciones de 

auto−oxidación y por la cadena transportadora de electrones. La producción 

de O2
•− ocurre principalmente a nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol 

y del complejo I (NADH−coenzima Q reductasa) [23]. Otras enzimas 

capaces de producir O2
•− son la ciclooxigenasa (COX), la xantina oxidasa, la 

NADPH oxidasa, el citocromo P450, entre otras. Adicionalmente, en el 

proceso inflamatorio se activa la fosfolipasa−A2, que libera ácido 

araquidónico, el cual es metabolizado por la COX, produciendo 

prostaglandinas, O2
•−, hidroperóxidos y cicloperóxidos, los que contribuyen 

al daño membranal [7]. 

 

Radical hidroxilo, •OH. Se forma en la reacción de Fenton a partir 

de H2O2 en presencia de hierro. Otra reacción a través de la cual se puede 

producir es la de Haber−Weiss, en la que el O2
•− reacciona con el H2O2 en 

presencia de un metal (regularmente Fe2+), produciendo H2O, O2 y el •OH. 

El •OH es extremadamente reactivo, ya que ataca a la mayoría de los 

componentes celulares como lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y 

carbohidratos [24]. 

 

Oxígeno singulete, 1O2. El 1O2 no es un radical libre ya que no 

contiene electrones desapareados, pero se le considera como tal debido a su 
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gran reactividad. El 1O2  se forma cuando uno de los dos electrones libres 

del O2 absorbe energía e invierte su rotación. Existen dos formas del 1O2: la 

sigma (S), que es un radical libre debido a que conserva los dos electrones 

desapareados en los orbitales moleculares externos 2p* y la delta (D), que 

no es un radical libre ya que posee dos electrones apareados en un solo 

orbital 2p*. La forma S es muy inestable y puede oxidar proteínas, ADN y 

algunos lípidos [25], incluso es relevante en el desarrollo de diversas 

patologías tales como cáncer y cataratas [26]. Se puede generar cuando 

pigmentos como la clorofila, el retinal, las flavinas y las porfirinas se 

iluminan en presencia de O2 [27]. Esta especie es muy reactiva ya que es 

capaz de reaccionar con la mayoría de los compuestos celulares como los 

fosfolípidos de las membranas plasmáticas y mitocondriales, las proteínas y 

el ADN [28]. 

 

Peróxido de hidrógeno, H2O2. Formado por la dismutación del O2
•− 

o por la reducción directa de O2. El H2O2 es producido por una amplia 

variedad de enzimas incluidas las monooxigenasas y las oxidasas (xantina 

oxidasa, oxidasas de aminoácidos, hexosas y fenoles). El H2O2 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 más tóxicas o inactivar enzimas como la 

gliceraldehído−3−fosfato deshidrogenasa o la fructosa−1,6−bisfosfato 

fosfatasa [23]. 

 

b) Especies reactivas de nitrógeno (ERN) 

 

Además de las ERO, también tienen importancia biológica las 

especies reactivas derivadas del nitrógeno (ERN) como el óxido nítrico 
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(•NO), el dióxido de nitrógeno (•NO2), el ácido nitroso (HNO2), el catión 

nitronio (NO2+), el catión nitroxilo (NO+), el anión nitroxilo (NO•−), el 

tetraóxido de dinitrógeno (N2O4), el trióxido de dinitrógeno (N2O3), los 

alquilperoxinitritos (RONOO), el ácido peroxinitroso (ONOOH) y el 

peroxinitrito (ONOO–) [29−31]. Las ERN más estudiadas han sido el •NO y 

el ONOO–. 

 

Óxido nítrico, •NO. Es un gas incoloro que se sintetiza en las 

células por la familia de las NOS, a partir del grupo guanidino de la 

arginina. Se han descrito tres isoformas de esta enzima: la NOS neuronal 

(nNOS, tipo I), la NOS inducible (iNOS, tipo II) y la NOS endotelial (eNOS, 

tipo III) [32]. La isoforma predominante de la NOS en la respuesta 

inflamatoria es la iNOS [33]. El •NO es reconocido como un mediador y un 

regulador de la respuesta inflamatoria [34]. Es poco reactivo con moléculas 

biológicas; sin embargo, reacciona rápidamente con el O2 para generar el 
•NO2 o con el O2

•− para generar el ONOO−, siendo ambos compuestos más 

oxidantes que él [23]. 

 

Peroxinitrito, ONOO¯. Se forma rápidamente a partir de la 

reacción entre el O2
•− y el •NO. Es sumamente citotóxico ya que es capaz de 

interactuar con diversas moléculas para generar especies aun más 

reactivas. Puede reaccionar con el CO2 para formar el anión 

nitrosoperoxicarboxilato (ONOOCO2
−), el cual es altamente reactivo o 

puede descomponerse a CO2 y NO3- (65−70%) o a •NO2 y CO3
•− (30−35%), 

todas moléculas tóxicas [29−31]. Por otro lado, puede protonarse para 

formar el ácido peroxonitroso (ONOOH) que se homolisa en •OH  y •NO2, 

dos especies oxidantes. También, es capaz de oxidar a las lipoproteínas de 

baja densidad, liberar iones cobre por la destrucción de la ceruloplasmina o 
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atacar a los residuos de tirosina de diferentes proteínas como se ha 

observado en algunas enfermedades [35]. 

 

Algunas ERO y ERN cumplen funciones fisiológicas importantes 

como ser neurotransmisores o segundos mensajeros (señalización redox) y 

participan en los mecanismos de defensa para eliminar organismos 

extraños como bacterias y virus, entre otros. Sin embargo, un incremento 

en la producción de estos radicales conduce a un deterioro celular como 

ocurre en el envejecimiento y en diferentes padecimientos asociados al daño 

oxidativo como el infarto cerebral y las enfermedades neurodegenerativas 

[36, 37]. En la inflamación, múltiples células (neutrófilos, monocitos, 

eosinófilos, macrófagos y células endoteliales) son capaces de generar ERO, 

que pueden contribuir al desarrollo de diversas enfermedades [38]. 

 

Debido al potencial efecto tóxico de las ERO/ERN, el organismo debe 

mantener en equilibrio su producción y eliminación. Para ello cuenta con 

sistemas biológicos (enzimáticos y no enzimáticos) que detoxifican 

rápidamente estas especies o que reparan el daño resultante. Sin embargo, 

cuando aumenta la producción de ERO/ERN y/o disminuye la capacidad de 

los sistemas biológicos para detoxificarlos, sobreviene un proceso conocido 

como estrés oxidativo.  

 

El sistema nervioso central es particularmente susceptible al daño 

por radicales libres debido a su alto requerimiento energético [7], su gran 

consumo de O2 [7], su elevada concentración de Fe2+ [39], su alta 

composición de lípidos poliinsaturados [14] y sus niveles relativamente 

bajos de algunos sistemas de antioxidantes durante la reperfusión [40−42]. 
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Como se mencionó, durante la reperfusión, el estrés oxidativo 

exacerba el daño iniciado por la isquemia cerebral, ya que la reoxigenación 

provee de O2 a las células para mantener la viabilidad neuronal. Pero el O2 

también sirve como sustrato para numerosas reacciones de oxidación en 

donde se producen diferentes ERO [7, 43]. La figura 2 muestra las 

principales fuentes de ERO y ERN en el modelo de isquemia−reperfusión 

[7]. 

 

 
Figura 2. Principales fuentes de radicales libres durante la isquemia-reperfusión. Abreviaturas: 
XO, xantina oxidasa; COX, ciclooxigenasa; LOX, lipooxigenasa; ONS, óxido nítrico sintasa; SOD, 
superóxido dismutasa; GR, glutatión reductasa; GPx, glutatión peroxidasa; G6PD, glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa; MPO, mieloperoxidasa; HClO, ácido hipocloroso. Tomado de [7]. 
 

3. Inflamación 

 

La inflamación es la forma de manifestarse de muchas enfermedades; 

es un proceso tisular constituido por una serie de fenómenos moleculares, 

celulares y vasculares cuyo objetivo es defender a las células del organismo  
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de agresiones físicas, químicas o biológicas [44]. Tres aspectos se destacan 

en el proceso inflamatorio: 1) la focalización de la respuesta, que tiende a 

circunscribirse a la zona de lucha contra el agente agresor; 2) la respuesta 

inmediata; y 3) la atracción de células del sistema inmune de los tejidos 

cercanos [45]. 

 

La inflamación participa en la recuperación después del accidente 

cerebrovascular, pero al mismo tiempo es un factor de riesgo en las lesiones 

cerebrovasculares [46, 47].  

 

La activación de la fosfolipasa−A2 en el proceso inflamatorio libera 

ácido araquidónico, el cual puede seguir dos vías metabólicas: 1) la de la 

COX, que determina la producción de prostaglandinas (PG) y tromboxanos 

y 2) la de la 5−lipooxigenasa que conduce a la formación de leucotrienos 

[48]. Todas estas sustancias de carácter lipídico, sintetizadas de novo por el 

mastocito, son mediadores importantes de la inflamación.  

 

La inflamación en la lesión cerebrovascular es mediada por diversos 

componentes moleculares, en particular por citocinas, factores de 

crecimiento y diversos tipos celulares, tales como leucocitos y microglía, 

muchos de los cuales tienen propiedades anti o pro−inflamatorias con 

efectos benéficos o nocivos [33, 49]. 

 

Debido a que la inflamación es un mecanismo de defensa, la 

inflamación puede ser dañina si no se encuentra regulada adecuadamente. 

Por esta razón, fisiológicamente está sujeta a múltiples niveles de control 

bioquímico que involucran diversas poblaciones celulares y numerosos 

mediadores solubles, entre los cuales se encuentran las citocinas, que junto 
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con otras moléculas pro−inflamatorias (histamina, prostaglandinas, 

leucotrienos, etc.) actúan temporalmente y especialmente entre las células 

que coordinan la respuesta inflamatoria. Se pueden encontrar citocinas 

pro−inflamatorias y anti−inflamatorias. Entre las citocinas 

pro−inflamatorias más importantes se encuentran la interleucina−1 (IL−1), 

la IL−12 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF−α). Mientras que las 

citocinas anti−inflamatorias más importantes son la IL−4, IL−10 y el factor 

de crecimiento transformador beta TGF−β [50]. 

 

Tanto el estudio del estrés oxidativo como el proceso inflamatorio ha 

cobrado considerable importancia debido a las consecuencias que genera en 

la salud, ya que se han asociado con el proceso de envejecimiento y con una 

gran diversidad de estados patológicos como la enfermedad de Alzheimer, 

Huntington o Parkinson, la artritis reumatoide, la hipertensión, la 

carcinogénesis y el daño ocasionado por la isquemia−reperfusión, entre 

otros [31, 49]. También se ha observado que diversos factores ambientales 

como los contaminantes en el aire y la radiación ionizante pueden favorecer 

el desequilibrio oxidante−antioxidante, llevando a un estado de estrés 

oxidativo [31]. 

 

4. Estrés oxidativo e inflamación en el modelo de 

isquemia−reperfusión cerebral 

 

Desde los años 70 [51] se ha propuesto que el estrés oxidativo y la 

inflamación (esencialmente durante la etapa de reperfusión 

post−isquémica) exacerban el daño inducido durante la isquemia, y desde 

entonces su papel en el daño post−isquémico se ha estudiado ampliamente. 

En este contexto, se han evaluado varios antioxidantes y anti−inflamatorios 
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en modelos experimentales, teniendo éxito en la mayoría de los casos. Sin 

embargo, cuando éstos compuestos se han evaluado en humanos se han 

obtenido resultados negativos. 

 

Varias razones intentan explicar la aparente discrepancia entre el 

efecto protector observado en los modelos experimentales y la ineficacia de 

los tratamientos en humanos. Entre ellos se encuentra el hecho de que es 

complicado establecer el tiempo de isquemia y de reperfusión en los 

pacientes, razón por la cual el tratamiento podría estar administrándose 

fuera de la ventana temporal de eficacia del compuesto evaluado [6]. 

 

En los últimos años se han probado diferentes estrategias 

antioxidantes en el modelo de isquemia−reperfusión, basadas en el uso de 

compuestos que inhiben la producción de radicales libres, que atrapan 

radicales libres, o que aumentan su degradación [7, 52].  

 

La Tabla 1 muestra algunos compuestos que inhiben enzimas que 

producen radicales libres (NADPH oxidasa, COX o xantina oxidasa) y que 

se han evaluado en el modelo de isquemia cerebral. 

 
Tabla 1. Compuestos que inhiben la producción de radicales libres. 

Antioxidante Modelo Tratamiento Efecto 

Apocinina 
(Inhibe NADPH 
oxidasa) 

Gerbos, 
OBAC, 5min. 

5mg/kg/i.p., 30 
min antes de la I. 

Disminuye la muerte neuronal y 
la oxidación del ADN. Previene 
la activación de astrocitos y 
células de la glia. 

Tenoxicam 
(inhibe COX) 

Ratas, OBAC 
45 min I/24h 
R. 

2.5 o 10 mg/kg/ip 
después de 45 
min de la I. 

Disminuye las lesiones en el 
hipocampo y la actividad de la 
mieloperoxidasa. 

OBAC: Oclusión bilateral de arterias carotidas, I: isquemia, R: reperfusión, ip: inyección 
intraperitoneal. Tomada de [52]. 
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En la Tabla 2 se muestran algunos de los compuestos que atrapan 

radicales libres y que han mostrado un efecto protector en varios modelos 

experimentales de isquemia cerebral [52]. 

 
Tabla 2. Antioxidantes utilizados en isquemia cerebral. 

Antioxidante Efecto como antioxidante 

Ácido lipóico Atrapa •OH, 1O2 y •NO. Atrapa metales de transición, recicla otros 
antioxidantes (vitamina A y C) e incrementa los niveles de GSH. 

N−acetilcisteína Atrapa •OH, H2O2 y radicales peroxilo, incrementa la síntesis de GSH. 
Tirilazad Atrapa O2

•−  y radicales peroxilo, atrapa hierro. 
Ácido úrico Importante antioxidante en el plasma, atrapador de  ONOO¯. 

Melatonina Atrapa •OH, 1O2, ONOO¯, O2
•− y radicales peroxilo. Incrementa la 

actividad de SOD, GPx, GR, CAT, G6PD y la síntesis de ARNm de SOD. 
PBN Nitrona, atrapador de radicales libres con base oxígeno−carbono. 
NXY−059 Nitrona relacionada con el PBN. Es más efectivo que el PBN. 

Vitamina E Vitamina liposoluble, potente antioxidante. Inhibe la propagación de la 
lipoperoxidación. 

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

EPC−K1 Diester de fosfato de la vitamina C y E. Atrapa selectivamente •OH, 
penetra en la barrera hematoencefálica. 

Resveratrol Atrapador de radicales libres. Máximo componente en el vino tinto. 
Oxiresveratrol Atrapa •NO, H2O2. 
Edaravona Reduce los niveles de •OH  y O2

•−. 

L−carnitina Restaura los niveles de MDA y la actividad de SOD. Junto con la 
vitamina E actúa de manera sinérgica aumentando los niveles de GSH. 

•OH: radical hidroxilo, 1O2: Oxígeno singulete, •NO: óxido nítrico, H2O2: peróxido de hidrógeno, 
O2

•−: anión superóxido, ONOO¯: anión peroxinitrito, PBN: α−fenil−tert−butil nitrona, NXY−059: 
2,4−disulfofenil−N−tert−butilnitrona, ADH: ácido dehidroascórbico, MDA: malondialdehído, GSH: 
glutatión reducido. Tomada de [52]. 

 

A pesar de la gran cantidad de compuestos que se han evaluado, 

actualmente sólo se están empleando cuatro de ellos en ensayos clínicos 

[52]: 

 

1) Tirilazad. Atrapador de radicales libres (Fase III, estado: 

inefectivo). 
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2) Ebselen. Mimetiza la acción de la Glutatión peroxidasa (GPx) 

(Fase III, estado: efectivo). 

 

3) Edaravona. Se introdujo en el mercado japonés para uso clínico  en 

casos de isquemia en junio del 2001. 

 

4) NXY−059. (Fase III, estado: en pruebas). 

 

A diferencia del gran número de antioxidantes que se han evaluado 

en el modelo de isquemia cerebral, pocos estudios existen con 

anti−inflamatorios. Dentro de los compuestos que se han evaluado 

principalmente se encuentran inhibidores de la COX−2 o de la iNOS. 

Además, existe un mayor número de estudios en los que se emplean  

anticuerpos que neutralizan moléculas de adhesión o sus receptores como 

molécula de adhesión intercelular−1 (ICAM−1), IL−1 o TNF−α [Revisado en 

6]. 

 

5. Ajo y extracto de ajo envejecido (EAE) 

 

El ajo (Allium sativum L.) es una especie que pertenece a la familia 

Liliaceae (comprende alrededor de 600 especies) y es originario de Asia 

central [53]. Se ha utilizado desde la antigüedad tanto por sus aplicaciones 

culinarias como por sus múltiples propiedades medicinales. En los últimos 

30 años se han realizado numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, 

sobre la química y las propiedades farmacológicas del ajo. De esta manera, 

actualmente están documentadas muchas de sus propiedades, entre las que 

destacan: el ser antimicrobiano, antimicótico, anticancerígeno, 

antihipertensivo, inmunosupresor, hipoglicémico y antioxidante, entre 
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otras [54]. Todas estas propiedades farmacológicas se han atribuido 

principalmente a sus componentes sulfurados [55].  

 

El olor característico del ajo se debe a la alicina y a otros compuestos 

sulfurados solubles en aceite. Los dientes de ajo intactos contienen altas 

cantidades de γ−glutamilcisteínas, las cuales son hidrolizadas y oxidadas 

para formar alina. Después de un proceso de cortado, machacado o 

deshidratado, la enzima, alinasa, rápidamente convierte a la alina en 

alicina. La alicina y otros compuestos tiosulfonatos espontáneamente y de 

forma inmediata se descomponen a dialilsulfuro (DAS), dialildisulfuro 

(DADS) y dialiltrisulfuro (DATS), vinilditiínias y ajoeno (Figura 3) [56]. 

 

 
Figura 3. Cambios químicos en el ajo. Tomado de [56] 

 

 

Numerosas investigaciones realizadas in vitro e in vivo han 

demostrado que el ajo fresco y muchos de sus preparados poseen un efecto 

antioxidante [27, 56]. La composición química de los diferentes preparados 

depende del proceso al que se somete el ajo. La Tabla 3 muestra los 

preparados de ajo que más se han estudiado, así como su composición 

química. 

γ−Glutamilcisteína 

Alina Corte o ruptura 

Alinasa 
Alicina 

S−alilcisteína (SAC) 
 

DAS, DADS, DATS, vinilditínas, ajoeno, etc. 
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Tabla 3. Composición química de diferentes preparaciones de ajoa,b 

Diente de ajo 
 
S−alilcisteína sulfóxido (alina) 
γ−glutamilcisteínasc 
Compuestos derivados de la alinad 

(mg/g producto) 
6.0−14.0 
5.0−15.0 
3.5−8.0 

Extracto de ajo envejecido 
S−alilcisteína sulfóxido (alina) 
γ−glutamilcisteínasc 

γ−glutamil−S−alilcisteína 
S−alilcisteína 
S−alilmercaptocisteína 
Compuestos derivados de la alinad 

0.2−0.4 
0.2−0.5 
0.1−0.4 
0.5−0.7 
0.1−0.2 
0.1−0.2 

Polvo de ajo 
S−alilcisteína sulfóxido (alina) 
γ−glutamilcisteínasc 
Compuestos derivados de la alinad 

10.0−17.0 
12.0−35.0 
4.0−11.0 

Aceite de ajo 
Destilación con vapor: 

Dialildisulfuro 
Dialiltrisulfuro 
Alilmetiltrisulfuro 
Compuestos derivados de la alina 

Macerado: 
Vinilditiínas 
Ajoene 
Dialiltrisulfuro 
Compuestos derivados de la alinad 

 
0.05−2.8 
0.04−2.0 
0.03−1.7 
0.2−11 

 
0.1−4.7 

0.02−1.1 
0.02−0.45 
0.4−6.0 

aTomada de [55]. 
bLa n para cada producto son de 7 a 15. 
cLos valores de las γ−glutamilcisteínas de todos los productos son la suma de los 
compuestos S−alil y S−trans−1−propenil. 
dLos compuestos derivados de alina incluyen: alicina y otros tiosulfinatos (después de la 
adición de agua), alilsulfuros, vinilditiínas y ajoene. 
 

a) Extracto de ajo envejecido (EAE) 

 

A pesar de que existen diferentes preparaciones de ajo, el EAE posee 

ciertas ventajas de uso con respecto a otras debido a que: 1) no posee el olor 

característico de otras presentaciones [57]; 2) no muestra efectos tóxicos 

[55, 57]; 3) tiene un alto contenido de antioxidantes [58]; 4) diferentes 
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publicaciones científicas han demostrado su posible uso terapéutico en 

humanos [59, 60]; y 5) es un producto que se vende comúnmente en Estados 

Unidos, Japón y algunas partes de Europa como un suplemento alimenticio. 

 

El EAE es manufacturado por Wakunaga of America, Co., Ltd.; es 

una preparación que resulta de la extracción etanólica del ajo fresco a 

temperatura ambiente durante 20 meses en tanques de acero inoxidable. 

Después, el extracto se separa y se concentra para su uso [56, 61, 62]. 

 

Se ha establecido la composición química del EAE (Tabla 4) y 

recientemente se ha ido encontrando que el EAE contiene pequeñas 

cantidades de compuestos antioxidantes como N−fructosilglutamato, 

N−fructosilarginina y flavonoides, así como un alto contenido de selenio [27, 

63, 64].  

 
Tabla 4. Composición del extracto de ajo envejecidoa 

Alina 0.32 ± 0.13 
Cicloalina 0.34 ± 0.08 
γ−glutamil−S−alilcisteína 0.25 ± 0.12 
S−alilcisteína (SAC) 0.62 ± 0.07 
S−1−propenilcisteína (SPC)  0.37 ± 0.04 
S−alilmercaptocisteína  (SAMC) 0.14 ± 0.03 
Ácido glutámico 1.2 ± 0.2 
Arginina 2.2 ± 1.1 

aLos datos se expresan como media ± DS (mg/g producto) de 
6 lotes. Tomado de [65]. 

 
 

El EAE ha mostrado un efecto protector en diferentes modelos 

experimentales:  

 

Hígado. Wang et al. [66] encontraron que el EAE (2 a 10 mL/kg) 

previene el daño hepático inducido por el bromobenceno, debido a que 

incrementa los niveles de glutatión. Nakagawa et al. [67] reportaron que la 
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administración previa de EAE (100 mg/kg) protege el hígado de ratones 

contra el daño inducido por el acetaminofen y el tetracloruro de carbono. El 

efecto protector lo asociaron con el incremento en los niveles de glutatión y 

con  la disminución en los niveles de lípidos oxidados.  

 

Corazón. La administración previa de EAE (0.05 mL, i.p. 6 

veces/semana/40 días) disminuyó el daño estructural y mejoró la función 

cardiaca en ratones tratados con doxorubicina (un cardiotóxico). Además, 

disminuyó el daño oxidativo, medido como niveles de lipoperoxidación [68]. 

 

Riñón. El EAE atenuó el daño renal (medido por los niveles de 

creatinina y de nitrógeno de urea en sangre), así como las alteraciones 

histológicas en las células de túbulo proximal inducidas por la gentaminica 

en ratas. El efecto protector se asoció con la disminución del estrés 

oxidativo, medido como niveles de proteínas oxidadas y grupos carbonilo, y 

con la preservación de la actividad de las enzimas antioxidantes superóxido 

dismutasa dependiente de manganeso y glutatión peroxidasa [69].  

 

Cerebro. El EAE (0.08−0.5 mL/kg/i.p.) disminuyó el daño cerebral 

isquémico en ratas cuando se administra 30 min antes de la isquemia [70]. 

 

6. Mangostán (MANG) 

 

El MANG (Garcinia mangostana Linn, Clusiaceae) es un árbol 

tropical de crecimiento lento y hojas coriáceas, que crece principalmente en 

el sur de Asia (Indonesia, Malasia, Sri Lanka, Filipinas y Tailandia). La 

porción comestible de la fruta es blanca, suave y jugosa con un sabor 

ligeramente ácido y dulce y un agradable aroma [71], por ello se le conoce 
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como “la reina de las frutas” (Figura 4). El pericarpio de la fruta del MANG 

ha sido utilizado como parte de la medicina tradicional en el sureste de Asia 

desde hace muchos años para el tratamiento de infecciones de la piel y 

heridas [72], y disentería amebiana [73, 74], entre otros. 

 

 
Figura 4. Mangostán 

 

El MANG contiene un gran número de compuestos activos: 

vitaminas, catequinas (poderosos antioxidantes), polisacáridos y estilbenos. 

Sin embargo, lo que lo hace único y diferente son las XANTONAS, las 

cuales han sido aisladas del pericarpio, de la fruta completa, del tronco del 

árbol y de las hojas [75−77]. Existen alrededor de 200 xantonas en la 

naturaleza y más de 40 se encuentran en él. Diversos estudios han 

mostrado que las xantonas obtenidas del MANG tienen actividades 

biológicas importantes como antioxidante, anti−inflamatorio, antitumoral, 

etc. [78]. Las xantonas más estudiadas son la α−, la β− y la γ−mangostina, 

la garcinona E, la 8−desoxigartanina y la gartanina (Figura 5). 

 

a) Propiedades antioxidantes del mangostán (MANG). Se han 

atribuido las propiedades antioxidantes del extracto de MANG [79−81] a 
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algunas de las xantonas aisladas de esta fruta [71, 72, 79, 82]. Por ejemplo, 

Yoshikawa et al. [79] midieron la actividad antioxidante total del extracto 

metanólico de MANG y de γ−mangostina por el método de tiocianato férrico. 

Los autores encontraron que el extracto metanólico tiene un potente efecto 

antioxidante y que la γ−mangostina es un antioxidante más eficaz que el 

hidroxitolueno butilado y que el α−tocoferol. 

 

 

 
 

En otro trabajo se encontró que la α−mangostina disminuye la 

oxidación de las LDL inducida por el cobre o por el radical peroxilo. En este 

trabajo se midió la oxidación de las LDL a través de la producción de dienos 

conjugados midiendo su absorbancia a 234 nm, por la producción de 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), una medida de la 

oxidación de los lípidos, y por el consumo de α−tocoferol. Por cada uno de 

estos métodos se encontró que la α−mangostina disminuyó la oxidación de 

las LDL debido a que: (a) prolongó la fase de latencia (fase lag), (b) 

disminuyó la producción de TBARS y (c) disminuyó el consumo de 

α−tocoferol inducido por la oxidación de las LDL [82]. Estos resultados 

están de acuerdo con lo reportado por Mahabusarakam et al. [83]. 

α−mangostina β−mangostina γ−mangostina Gartanina 

Garcinona E 8−Desoxigartanina 
Figura 5. Estructura de las xantonas más 
estudiadas de Garcinia mangostana. 
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Leong y Shui [80] midieron la capacidad antioxidante total de 27 

frutas de los mercados de Singapur, incluido el MANG, utilizando el método 

del ácido 2,2−azinobis−3−etilbenzotiazolina−6−sulfónico (ABTS). Se 

encontró que el extracto de MANG tiene actividad antioxidante y ocupó el 

octavo lugar de eficacia entre las 27 frutas estudiadas. Por otro lado, 

demostraron que el extracto crudo metanólico del MANG disminuye en 

forma significativa la producción de ERO intracelulares medidas con 

diacetato de 2, 7−diclorodihidrofluoresceina en células SKBR3 [84]. 

 

García et al. [81] estudiaron la capacidad antioxidante de diversas 

frutas y vegetales de Filipinas por medio de un ensayo de lipoperoxidación 

(sistema de ácido linoleico) y con un ensayo que evalúa la capacidad para 

atrapar radicales hidroxilo (método de la desoxirribosa). El extracto del 

pericarpio de MANG mostró una de las capacidades más altas para inhibir 

la oxidación del ácido linoleico; mientras que todas las plantas y frutas 

estudiadas mostraron intensa actividad para atrapar al radical hidroxilo. 

 

b) Propiedades anti−inflamatorias del mangostán (MANG). 

Existen evidencias de las propiedades anti−inflamatorias en diferentes 

modelos in vitro [85−88] e in vivo [85, 87−90]. 

 

Se han realizado estudios farmacológicos con α−mangostina y con 

derivados de xantonas como la 3−O−metilmangostina, el triacetato de 

mangostina y la mangostina−3,6−di−O−glucósido, entre otras, y se ha 

demostrado que su administración oral e intraperitoneal muestra una 

actividad anti−inflamatoria en ratas a las que se les indujo la formación de 

edema [89]. Este método de edema provoca una reacción inflamatoria 
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mediada por la liberación de diversos compuestos (histamina, serotonina, 

bradicina y prostaglandinas). 

 

Por otro lado, se ha reportado que la α−mangostina y la γ−mangostina 

bloquean los receptores de histamina y de serotonina, respectivamente [90] 

y que la α−mangostina es un antagonista competitivo del receptor H1 en 

células del músculo liso [90]. 

 

También se ha reportado que extractos etanólicos de MANG al 40% 

(100 y 300 μg/mL) poseen una potente actividad anti−inflamatoria ya que 

inhiben la síntesis de prostaglandinas E2 y la liberación de histamina [85]. 

Por otro lado, las reacciones anafilácticas cutáneas pasivas en ratas fueron 

inhibidas en forma significativa por la administración intraperitoneal de 

este extracto [85]. 

 

La γ−mangostina inhibe fuertemente la liberación de prostaglandina 

E2 inducida por el ionóforo de calcio A23187. Además, en preparaciones 

microsomales, la γ−mangostina inhibió la conversión del ácido araquidónico 

a prostaglandina E2 y en un ensayo in vitro, la γ−mangostina inhibió 

competitivamente la actividad de la COX−1 (constitutiva) y de la COX−2 

(inducible) de una manera dosis−dependiente con valores de IC50 0.8 y 2 

μM, respectivamente [86]. 

 

En otro ensayo la γ−mangostina inhibió la liberación espontánea de 

prostaglandinas E2 de una manera dosis−dependiente con una IC50 de 

aproximadamente 2 μM. Además la γ−mangostina inhibió de manera 

dosis−dependiente la expresión del ARNm y la cantidad de proteína de la 

COX−2  inducidas por lipopolisacárido [87]. Ensayos con un gen reportero 
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(luciferasa) demostraron que la γ−mangostina reduce la activación del 

factor de transcripción NF−κβ, así como la activación del gen COX−2 

inducido por lipopolisacáridos [87].  

 

Recientemente se encontró que, en células C6 de glioma de rata, la 

garcinona B disminuyó (aproximadamente 30%) la estimulación del factor  

NF−κβ , así como el incremento de la liberación de prostaglandinas E2, 

inducidas por lipopolisacáridos, sugiriendo que esta xantona está 

relacionada con la vía inflamatoria [88]. 
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III.    Hipótesis 
 
 

Debido a que el estrés oxidativo y el proceso inflamatorio son dos 

eventos importantes que participan en el mecanismo fisiopatológico que 

lleva a la muerte neuronal en la isquemia−reperfusión es posible que: 

 

La administración combinada de agentes que controlen o prevengan el 

estrés oxidativo (EAE) y el proceso inflamatorio (MANG) que ocurren 

post−isquemia sea una buena alternativa para obtener un rescate eficiente 

de las células de la zona de penumbra y disminuir el área de infarto. 
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IV.     Objetivos 

 

a) Objetivo general 

 

 Determinar el efecto de la administración combinada del extracto 

de ajo envejecido (EAE) y del mangostán (MANG) sobre el daño 

cerebral que se induce en un modelo de isquemia−reperfusión. 

 

b) Objetivos particulares 

 

 Evaluar el efecto del EAE y el MANG por si solos sobre el área de 

infarto y la evaluación de la conducta en un modelo de 

isquemia−reperfusión cerebral. 

 

 Evaluar el efecto de la administración combinada del EAE y 

MANG sobre el área de infarto y la evaluación de la conducta en un 

modelo de isquemia−reperfusión cerebral. 
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V.     Metodología 
 

1. Reactivos 

 

⎯ El EAE, Kyolic® liquid, se adquirió de Wakunaga of America, Co., Ltd 

(Misión Viejo, CA). 

 

⎯ El MANG fue adquirido de XanGo™. 

 

⎯ El cloruro de 2, 3, 5−trifeniltetrazolio (TTC) se adquirió de Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO). 

 

⎯ Todas las sales empleadas fueron grado reactivo analítico. 

 

 

2. Animales 

 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (300−350g), obtenidos 

del bioterio del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel 

Velazco Suarez”. Los animales se colocaron en jaulas de acrílico, en 

condiciones controladas de temperatura (25 ± 30°C), humedad (50 ± 10%) y 

luz (ciclos de 12 h luz/oscuridad) con libre acceso al agua y al alimento. 

Para cada grupo se empleó una n = 7. Los procedimientos experimentales, 

estuvieron apegados a los lineamientos del Comité de Ética del Instituto. 

Además, se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de 

los animales. 
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3. Diseño experimental 

 

3.1. Diagrama de flujo y dosis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamiento con EAE. Se administro en una dosis de 

1,2 mL/kg peso/i.p. Las ratas control recibieron solución 

salina isotónica (SSI) en la misma dosis. 

 
 

 

Tratamiento con MANG. Se administró en una dosis de 

3 mL/kg/i.p. Las ratas control recibieron SSI en la misma 

dosis. 

 

Ratas macho Wistar 
300−350 g 

Oclusión de la arteria 
cerebral media 

CT 
2I/2R 

2I/2R 2I/2R + EAE 2I/2R + MANG 2I/3, 4, 5, 22R + 
EAE + MANG 

Evaluación de la 
conducta 

Evaluación del 
área de infarto 

2I: 2 h de isquemia 
2R: 2 h de reperfusión 
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3.2 Protocolo 1: Tiempo óptimo de administración del EAE 

 
En grupos independientes de animales, el EAE se administró a 

diferentes tiempos (30 min antes, al inicio y 1 h después de la reperfusión) y 

se determinó su efecto sobre el área de infarto después de 2 h de 

reperfusión (Figura 6). 

 

 
 

 

3.3 Protocolo 2: Tiempo óptimo de administración del MANG 

 

En grupos independientes de animales el MANG se administró a 

diferentes tiempos (30 min antes, al inicio y 1 h después de la reperfusión) y 

se determinó su efecto sobre el área de infarto después de 2 h de 

reperfusión (Figura 7). En el protocolo 3 se empleó el tiempo en el que se 

observó menor porcentaje de área de infarto. 

 

 
 

Figura 6. Tiempo óptimo de 
administración del EAE. La jeringa 
indica el tiempo de administración del 
EAE y la cruz el tiempo de sacrificio. 

Figura 7. Tiempo óptimo de 
administración del MANG. La jeringa 
indica el tiempo de administración del 
MANG y la cruz el tiempo de sacrificio. 
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3.4 Protocolo 3: Administración combinada del EAE y del 

MANG 

 

En grupos independientes de animales se administró el EAE al inicio 

de la reperfusión y 1 h después se administró el MANG. Los animales se 

sacrificaron 3, 4, 5 y 22 h después del inicio de la reperfusión (Figura 8). 

 

 
 

4. Inducción de la isquemia cerebral 

 

La isquemia cerebral se indujo a través de la oclusión de la arteria 

cerebral media [91]. Los animales se mantuvieron anestesiados en una 

cámara de halotano. Se realizó una incisión a la altura de la horquilla 

esternal y se localizó y aisló la arteria carótida externa (ACE) e interna 

(ACI). La oclusión de la arteria cerebral media se logró con la inserción de 

un monofilamento de nylon (40 mm de longitud y 0.24 mm de diámetro) en 

el lumen de la ACE y de la ACI (Figura 9). Dos horas después se le retiró el 

filamento para iniciar la reperfusión. Los animales se sacrificaron por 

decapitación después de 3, 4, 5 y 22 h de reperfusión. 

 

Figura 8. Administración combinada 
del EAE y del MANG. En los cuatro 
esquemas: Se administró el EAE al 
inicio y 1 h después el MANG, un 
grupo se sacrificó a las 3 h, otro a las 4 
h, otro a las 5 h y el último grupo a las 
22 h después del inicio de la 
reperfusión. La jeringa indica el 
tiempo de administración del EAE y 
del MANG y la cruz el tiempo de 
sacrificio. 
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Figura 9. Esquema de la introducción de la sutura para ocluir la arteria cerebral media. 

 

5. Evaluación de la conducta 

 

El estado neurológico de cada rata se determinó con 5 pruebas:  

 

1) Flexión de la pata contra lateral a la lesión. Las ratas se 

suspendieron de la cola y se observó la postura de los miembros delanteros. 

Las ratas normales extienden ambos miembros hacia el suelo, los animales 

con daño doblan la pata contra lateral a la lesión;  

 

2) Movilidad espontánea. Los animales se colocaron en una 

superficie plana (0.5 metros de diámetro). Los animales normales inician el 

movimiento antes de los 10 seg. 

 

A cerebral 

A carótida 

Occipital 
A carótida externa 

A carótida común 

A pterigopálatina 

Sutura 
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3) Reflejo de agarrar. Las ratas se suspendieron de la cola y se 

colocó un cable delante de los miembros delanteros. Los animales normales 

se agarran simultáneamente con ambas patas del cable, los animales con 

daño no pueden agarrarse. 

 

4) Prueba de la barra horizontal. A las ratas que son capaces de 

agarrarse del cable en la prueba anterior se les determinó el tiempo que 

pueden mantenerse colgadas; los animales normales deben soportar por lo 

menos 3 seg. 

 

5) Conducta de giro. Las ratas se sostuvieron por la cola y se les 

permitió moverse libremente apoyando las patas delanteras, mientras se 

observó la dirección del movimiento durante 30 seg. Los animales dañados 

realizan al menos 5 giros en sentido contra lateral a la lesión.  

 

A cada prueba se le asignó un valor de 0 cuando la conducta fue 

normal y de 1 cuando se observó daño. La suma del valor obtenido en cada 

prueba individual se utilizó para establecer el déficit neurológico. La 

evaluación se realizó 30 min antes de la reperfusión y antes del sacrificio. 

Los animales con déficit de 1 o 5 se excluyeron del estudio, ya que un déficit 

menor a 2 está asociado a una cirugía inadecuada; mientras que el déficit 

de 5 es indicador de un daño muy severo [modificado de 91−93]. 

 

6. Determinación del área de infarto 

 

Para determinar viabilidad celular se utilizó el método de Preston & 

Webster [94]. Se extrajo el cerebro, se congeló a −70°C durante 4 min y se 

realizaron cortes coronales de 2 mm. Los cortes se tiñeron con cloruro de 2, 
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3, 5−trifeniltetrazolio 2% (TTC), en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 

7.4 a 37°C durante 30 min y en oscuridad. Posteriormente, los cortes se 

fijaron en formaldehído al 5% en PBS. El TTC es un compuesto incoloro, 

que es reducido por la succinato deshidrogenasa de las mitocondrias del 

tejido viable a 1, 3, 5−trifenilformazán un compuesto de color rojo. Si la 

actividad mitocondrial es normal, la sal de tetrazolio se reduce (color rojo); 

sin embargo, cuando la actividad mitocondrial se encuentra disminuida el 

TTC se mantiene oxidado (área de infarto: color blanco). El área de infarto 

se determinó con un analizador de imágenes Quantity One de BioRad. Los 

datos se expresaron como % de área de infarto. El área se midió en las 3 

rebanadas frontales que muestran el estriado y la corteza. El porcentaje se 

obtuvo con la siguiente fórmula: 

 

% área de infarto ൌ  
área infartada

área total  ൈ 100 

 

7. Análisis estadístico 

 

Los datos se expresan como la media ± la desviación estándar (DS). 

Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA, seguido de una 

prueba Dunette. Se utilizó el programa Prism 5.01, Graph Pad (San Diego, 

CA). Un valor de P<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 



35 
 

    VI.    Resultados y discusión 

 

1. Protocolo 1: Tiempo óptimo de administración del EAE 

 

Se evaluó el efecto de la administración del EAE a diferentes tiempos: 

30 min antes (−30R), al inicio (0R) y 1 h después (1R) de la reperfusión, 

sobre el daño neuronal inducido por 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión 

(2I/2R). 

 

A. Tiempo óptimo de administración del EAE
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Figura 10. A: Efecto de la administración del EAE (−30R, 0R y 1R) sobre el área de infarto. B: 
Imágenes representativas del área de infarto (área blanca) en los diferentes tiempos de 
administración del EAE. Los valores se expresan como la media ± DE. *P<0.05 vs 2I/2R. 
 

Las Figuras 10A y 10B muestran que sólo la administración del EAE 

al inicio de la reperfusión (0R) pudo retrasar significativamente (0R: 4.5 ± 

B. 
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4.6%) la aparición del área de infarto inducida por 2 h de isquemia y 2 de 

reperfusión (2I/2R: 32.4 ± 6.7%); ya que cuando se administra el EAE 30 

min antes (-30R: 18.8 ± 7.5%) o 1 h después del inicio de la reperfusión (1R: 

23.6 ± 7.8%), no evitó la muerte neuronal inducida por la 

isquemia−reperfusión. 

 

El efecto (no protector) que se observa cuando el EAE se administra 

antes (-30R) de la reperfusión podría deberse a que los compuestos 

antioxidantes del EAE reaccionan y se consumen con los radicales libres 

que se generan durante la isquemia, quedando pocas moléculas 

antioxidantes del extracto que puedan reaccionar con los radicales libres 

que se forman durante la reperfusión. Esto se sugiere porque se sabe que la 

producción máxima de radicales libres ocurre alrededor de los 20 minutos 

después del inicio de la reperfusión (Figura 11) [95]. Es posible que los 

pocos antioxidantes que quedaron no sean suficientes para atrapar a los 

radicales que se generan durante la reperfusión. 

 

 
Figura 11. Producción de ERO en animales sometidos a isquemia−reperfusión. OACM: Oclusión 

de la Arteria Cerebral Media. Tomado de [95]. 
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Por otro lado, el efecto (no protector) que se observa cuando se 

administra el EAE 1 h después (1R) del inicio de la reperfusión puede 

deberse a que los componentes antioxidantes del EAE llegan al tejido 

cerebral cuando los radicales libres ya han generado un estado de estrés 

oxidativo y el daño celular ya se ha iniciado. Como se mencionó antes, la 

producción máxima de radicales libres ocurre 20 min después del inicio de 

la reperfusión (Figura 11), por lo que es posible que la llegada de los 

compuestos antioxidantes del EAE al tejido cerebral podría ocurrir cuando 

el daño oxidativo ya ha ocurrido. Esto es apoyado por los estudios de 

farmacocinética que se conocen del principal componente del EAE, la 

S−alilcisteína (Ver más adelante). 

 

Finalmente, la administración del EAE al inicio de la reperfusión 

(0R) mostró una clara protección, sugiriendo que el control o el manejo de 

los radicales libres que se generan al inicio de la reperfusión son críticos 

para prevenir el daño neuronal que sufrirá la célula por el estrés oxidativo. 

Durante la reperfusión, el incremento súbito en la concentración de O2 que 

ocurre cuando se restablece el flujo sanguíneo, desata una serie de 

reacciones en cadena que llevan a la producción masiva de radicales libres, 

los cuales, si no son inactivados, dañan cualquier biomolécula llevando a la 

muerte celular [43]. 

 

Por otro lado, el pico de producción de radicales libres que se observa 

(a los 20 min) durante la reperfusión, coincide con el tiempo en el que se 

alcanza la mayor concentración del principal componente del EAE, la 

S−alilcisteína (Tabla 2), después de su administración oral [96]. Se ha 

demostrado que la S-alilcisteína es un potente antioxidante, ya que atrapa 

diferentes especies radicales y no radicales [26, 97, 98], y que tarda 
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aproximadamente 30 min. en alcanzar su concentración máxima en el 

cerebro [96]. Lo anterior sugiere que el efecto protector del EAE cuando se 

administra al inicio de la reperfusión (0R) se debe a que los compuestos 

antioxidantes del EAE atrapan los radicales libres que se generan durante 

la reperfusión, previniendo de esta forma el daño oxidativo. 

 

2. Protocolo 2: Tiempo óptimo de la administración del MANG 

 

Se evaluó el efecto del MANG sobre el daño cerebral inducido por 2 h 

de isquemia y 2 h de reperfusión. Para ello, el MANG se administró 30 min 

antes (−30R), al inicio (0R) y 1 h después (1R) de la reperfusión (Figura 12). 

 

A. Tiempo óptimo de administración del MANG
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Figura 12. A: Efecto de la administración del MANG (−30R, 0R y 1R) sobre el área de infarto. B: 
Imágenes representativas del área de infarto (área blanca) en los diferentes tiempos. Los valores 
se expresan como la media ± DE. *P<0.05 vs 2I/2R. 

B. 
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Se observó un efecto protector cuando el MANG se administró 30 min 

antes (−30R: 13.9 ± 5.9%) o al inicio de la reperfusión (0R: 19.1 ± 3.8%), ya 

que no tuvo ningún efecto cuando se administró 1 h después (1R: 28.0 ± 

2.9%).  

 

La protección que se observa cuando el MANG se administra 30 min 

antes o al inicio de la reperfusión sugiriere que la farmacocinética de los 

compuestos antioxidantes (xantonas) presentes en el MANG es diferente a 

la de los antioxidantes del EAE, siendo la primera más lenta. Hasta ahora, 

en la literatura no se tienen datos de la farmacocinética de las xantonas 

que se encuentran en el MANG. Sin embargo, se sabe que la mangiferina, 

una xantona C−glucosilada de la planta Swertia chirata (familia 

Gentianaceae), comúnmente conocida como “Chirata”, alcanza su 

concentración máxima en plasma en 1 h [99], mientras que el compuesto 

mayoritario del EAE, la SAC, tarda aproximadamente 30 min en alcanzar 

su máxima concentración en plasma y en tejidos [96]. Por ello, es probable 

que los antioxidantes presentes en el MANG tarden más tiempo en llegar al 

cerebro para poder reaccionar con los radicales libres que se generan sobre 

todo en los primeros 20 min de la reperfusión [95], llegando en un momento 

en el que daño por estrés oxidativo ya se ha iniciado.  

 

Por otro lado, cuando se administra el MANG al inicio de la 

reperfusión se observa un daño cerebral mayor (19.1 ± 3.8%) al que se 

observa cuando el EAE se administra al mismo tiempo (4.5 ± 4.6%), lo que 

sugiere que los antioxidantes del EAE son más potentes que los del MANG, 

ya que cuando el EAE se administró al inicio de la reperfusión la protección 

que se observó fue del 86.1%, mientras que con el MANG la protección fue 

del  41%.  
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Finalmente, cuando se administró el MANG 1 h después de la 

reperfusión, el daño que se observó fue de 28.0 ± 2.9%, muy similar al que 

se observa en los animales sometidos a 2 h de isquemia y 2 h de 

reperfusión. La falta de efecto protector podría deberse a que los 

antioxidantes del MANG llegan al tejido cerebral cuando los radicales 

libres ya han generado un estado de estrés oxidativo y el daño molecular ya 

se ha iniciado (ver la explicación anterior que se dio para el EAE solo). 

 

3. Protocolo 3: Efecto de la administración combinada del EAE y 

MANG 

 

Hasta la fecha, no existe un tratamiento eficaz que disminuya el daño 

y las alteraciones conductuales que se presentan en los pacientes que 

sufren un infarto cerebral. La efectividad terapéutica de los fármacos 

empleados para disminuir o detener el daño neuronal, dependerá del 

empleo de compuestos que bloqueen los diferentes mecanismos que se 

activan durante la isquemia y la reperfusión. Por ello, se evaluó el efecto de 

una terapia combinada, empleando compuestos con diferente mecanismo de 

acción para ver si se alcanzaba un mejor estado de protección (sinergismo). 

 

Debido a que el EAE y el MANG mostraron un efecto protector sobre 

el área de infarto que se induce después de 2 h de isquemia y 2 h de 

reperfusión, en este protocolo se evaluó si la administración combinada de 

ambos extractos mostraba un mejor efecto protector (sinergismo) y sobre 

todo si ese efecto se mantenía a tiempos más largos de reperfusión. Por ello, 

para este protocolo los animales se sometieron a 2 h de isquemia y a 22 h de 

reperfusión.  
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Se evaluaron 3 esquemas y en todos el EAE se administró al inicio de 

la reperfusión debido a que en ese tiempo mostró la mayor protección (4.5 ± 

4.6%) comparado con el grupo 2I/2R. El primer esquema que se evaluó fue 

administrando cada extracto en el tiempo que mostró el mayor efecto 

protector (MANG: 30 min antes, Figura 12 y EAE: al inicio de la 

reperfusión, Figura 11). Con este tratamiento el área de infarto que se 

obtuvo fue de 48.8 ± 4.9%, indicando que este esquema no evitó la muerte 

neuronal inducida por 2 h isquemia y 22 h de reperfusión (54.1 ± 2.7%). 

 

El siguiente esquema que se evaluó fue administrando el EAE y el 

MANG al inicio de la reperfusión, ya que se obtuvo un área de infarto de 

47.6 ± 5.1%, lo que de igual forma no mostró protección contra el daño 

inducido por la isquemia−reperfusión. Finalmente, decidimos evaluar el 

efecto de la administración del EAE al inicio y del MANG 1 h después de la 

reperfusión, encontrando sorpresivamente que este tratamiento redujo el 

área de infarto a 32.7 ± 4.4%, generando una protección del 39.6% con 

respecto al tratamiento de 2 h de isquemia y 22 h de reperfusión. 

 

Para evaluar si este esquema de administración disminuía o solo 

retrasaba la aparición del área de infarto a las 22 h de reperfusión, se 

sacrificaron grupos de animales a diferentes tiempos de reperfusión: 3, 4, 5 

y 22 h y se determinó el área de infarto. 

 

Los resultados indican que este esquema de administración retrasa la 

aparición del área de infarto, ya que al aumentar el tiempo de reperfusión 

el área de infarto también aumenta significativamente a partir de las 4 h 

(Figura 13), acorde a lo que ya se ha reportado previamente [43]. La 

aparición de área de infarto desde tiempos tan tempranos (4 h) sugiere que 
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las primeras horas son críticas para la activación y/o la inactivación de los 

mecanismos que llevaran a la muerte neuronal. Se sabe que las células que 

han sido privadas de nutrientes y O2 (isquemia), al entrar en contacto 

nuevamente con el O2 y la glucosa (reperfusión), activan una serie de 

reacciones que inducen la formación de radicales libres [11, 95, 98, 100]. 

 

A. Efecto del EAE y el MANG
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Figura 13. A: Efecto del EAE y el MANG sobre el área de infarto. B: Imágenes representativas 
del área de infarto (área blanca) a los diferentes tiempos de reperfusión. Los valores se expresan 
como la media ± DE. *P<0.05 vs 2I/22R. 

 

Además, también podemos concluir que este esquema de 

administración reduce el área de infarto ya que a las 22 h se observa una 

disminución significativa (39.6%) con respecto al grupo 2I/22R (Figura 13). 

La administración por separado del EAE y del MANG no disminuyen el 

B. 
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área de infarto después de 2 h de isquemia y 22 h de reperfusión 

(2I/22R+EAE: 42.9 ± 5.3% y 2I/22R+MANG: 42.5 ± 3.2%). 

 

Además del efecto protector que se observa sobre el área de infarto 

cuando el EAE se administra al inicio y el MANG 1 h después de la 

reperfusión, también encontramos una mejoría en la evaluación de la 

conducta de esos animales a las 22 h de reperfusión (Figura 14). Esta 

mejoría seguramente está asociada con la menor área de infarto que se 

observa en los animales tratados con ambos extractos. 

 

Como era de esperarse en este tipo de pruebas, existe una gran 

variabilidad en los resultados obtenidos (Figura 14), indicando que cada 

animal reacciona de manera diferente al tratamiento empleado. Algo 

similar ocurre con los pacientes, algunos individuos reaccionan 

favorablemente mientras que en otros el tratamiento puede no ser eficaz. 
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Figura 14. Resultados obtenidos en la evaluación de la conducta. *P<0.05 vs 2I/2R. 

 

Evaluación de la conducta 
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El sorpresivo efecto protector que se observa cuando el EAE se 

administra al inicio y el MANG 1 h después sugiere que los antioxidantes 

del EAE podrían estar atrapando los radicales libres que se generan 

durante la isquemia y la reperfusión, evitando de esta manera la 

inactivación de los sistemas antioxidantes enzimático (superóxido 

dismutasa, glutatión peroxidasa, catalasa) y no enzimático (glutatión, 

vitamina C y E) [101]. 

 

Por otro lado, las xantonas del MANG podrían estar actuando en otro 

de los procesos que se activan tardíamente durante la isquemia cerebral, 

como el proceso inflamatorio o la apoptosis (Figura 15). 

 

 
Figura 15. Cascada de eventos que se activan en la isquemia cerebral focal. Tomada de [6]. 

 

Lo anterior se sugiere ya que se ha reportado el efecto 

anti−inflamatorio de la α−mangostina [85, 89], γ−mangostina [75, 85−87, 

101, 102], garcinona B [88] y el anti−apoptótico de la α−mangostina [103] 

de algunas xantonas del MANG.  

 

Aunque las propiedades anti−inflamatorias de las xantonas del 

MANG aún no están muy claras, se ha encontrado que la γ−mangostina 

inhibe la expresión de la sintasa de óxido nítrico inducible, así como la 
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producción de óxido nítrico [101, 102]. Se sabe que el óxido nítrico juega un 

papel importante en la fisiopatología de la isquemia cerebral [104−107]. 

También, se ha reportado que la γ−mangostina inhibe la expresión de la 

COX−2 [85−87, 102] y la síntesis de prostaglandina−E2 (PGE−2) [85, 86, 

101, 102], eventos asociados con el proceso inflamatorio. Por otro lado, se ha 

reportado que la α−mangostina inhibe la actividad de las caspasas−3, un 

marcador de apoptosis [103].  

 

 Sin embargo, las propiedades anti−inflamatorias del MANG aún 

deben estudiarse en este modelo. Actualmente, se está evaluando el efecto 

de la terapia combinada sobre los siguientes índices de estrés oxidativo: 1) 

niveles de 3−nitrotirosina y de 4−hidroxinonenal y 2) actividad de las 

enzimas antioxidantes: superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 

peroxidasa y glutatión reductasa. Adicionalmente, se está evaluando el 

efecto de la terapia combinada sobre los siguientes índices de inflamación: 

1) niveles de protaglandinas en plasma, 2) niveles de TNF−α, y 3) cantidad 

de proteína de la sintasa de óxido nítrico inducible y de la COX−2. 
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VII. Conclusión 

 

 

 La administración de un solo agente (EAE o MANG) no previene la 

aparición del área de infarto. Sin embargo, la administración 

combinada del EAE y del MANG es una alternativa eficaz para 

disminuir el daño cerebral y las alteraciones conductuales, inducidas 

por la isquemia−reperfusión 
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