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I. ABREVIATURAS
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[I. RESUMEN

El infarto cerebral es una de las principales causas de muerte y discapacidad
en el adulto mayor tanto en México como a nivel mundial. El dafio que se
presenta en el cerebro durante el infarto cerebral ocurre a través de la
isquemia y la reperfusion (IR), durante los cuales las células que rodean el
vaso obstruido mueren a través de diferentes mecanismos como necrosis,
necroptosis y autofagia. La necroptosis es un tipo de muerte celular, que
morfolégicamente es similar a la necrosis, pero al igual que la apoptosis es un
proceso controlado. Cuando las células mueren por apoptosis estas son
rapidamente removidas sin causar inflamacion; sin embargo, al morir por
necroptosis las células liberan moléculas proinflamatorias y su contenido
celular, promoviendo la inflamacion. En la necroptosis participan varios
receptores y moléculas que convergen en la fosforilacién y polimerizacién de
la cinasa RIP3 (proteina cinasa de residuos de serina y treonina 3). Se ha
reportado que un aumento en los niveles de RIP3 estan relacionados con la
induccion de la necroptosis en el infarto cerebral. Por otro lado, ya se ha
reportado un efecto protector de la S-alilcisteina (SAC) en un modelo
experimental de infarto cerebral; por ello, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la SAC sobre los niveles de RIP3 en un modelo de infarto

cerebral.

Los animales se dividieron en 3 grupos: 1) Control, sometidos al
procedimiento quirurgico de la operacion, pero sin la oclusion de la arteria
cerebral media; 2) IR, sometidos a 1 h de oclusion de la arteria cerebral media
(isquemia) y 48 h de reperfusion; y 3) IR+SAC, sometidos a IR y tratados con
SAC. La SAC se administro al inicio y 24 h después de la reperfusion por via
intraperitoneal. Los animales se sacrificaron a las 48 h de reperfusion para
obtener el cerebro completo. Se midieron marcadores de déficit motor cada
dia, se realizaron las tinciones de hematoxilina y eosina y fluoro-jade B, asi
como las inmunohistoquimicas de los marcadores RIP3, NOS1 (6xido nitrico
sintasa 1), 8-OHAG (8-hidroxiguanosina) y p65 (factor de transcripcion p65)

en el estriado y la corteza.



En este trabajo se corrobord el efecto protector de la SAC al disminuir el déficit
motor, el dafio morfolégico y el numero de células en neurodegeneraciéon
inducidos por la IR. Ademas, el tratamiento con SAC disminuy6 el aumento
de RIP3 (marcador de necroptosis), 8-OHdG (marcador de estrés oxidante) y
p65 (marcador de inflamacion) inducidos por la IR en la corteza y el estriado.
Los niveles de NOS1 (marcador de estrés oxidante) no se modificaron
después de la IR en la corteza; sin embargo, el porcentaje de células positivas
fue mayor en el estriado, y este aumento fue disminuido por el tratamiento con
SAC.

El efecto protector de la SAC en el modelo de oclusién de la arteria cerebral
media podria estar relacionado con la disminucion de la necroptosis, el estrés
oxidante y la inhibicion de la via proinflamatoria de NFkB en el estriado y la
corteza. La SAC podria inhibir directa o indirectamente la necroptosis al

disminuir el estrés oxidante o la inflamacion.



[ll. ANTECEDENTES

1. ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL (EVC)

La EVC es un sindrome clinico caracterizado por el rapido desarrollo de
signos neurolégicos focales, que persiste por mas de 24 h, sin otra causa
aparente que un origen vascular (Arauz y Ruiz-Franco, 2012) y abarca un
grupo heterogéneo de padecimientos que solo tienen en comun el dafo
vascular al cerebro, causado por un proceso patolégico primario en al menos
un vaso sanguineo (Barinagarrementeria y Cantu, 2003; Pifa y Martinez,
2016). La EVC se clasifica en 2 subtipos: isquémica y hemorragica. La primera
es consecuencia de la oclusion de un vaso y puede tener manifestaciones
transitorias (ataque isquémico transitorio) o permanentes generando dafio
neuronal irreversible. La hemorragica ocurre por la ruptura de un vaso dando
lugar a una colecciéon hematica en el parénquima cerebral o en el espacio
subaracnoideo (Arauz y Ruiz-Franco 2012; Barinagarrementeria y Cantu
2003).

El numero de personas afectadas por esta enfermedad ha aumentado
significativamente (Feigin et al., 2016), actualmente es una de las principales
causas de muerte, discapacidad y demencia a nivel mundial (Rivera-Nava, et
al., 2012). En cuanto a la mortalidad de acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), en el 2015, ocupd el segundo lugar dentro de las
principales causas de muerte a nivel mundial; mientras que, en el 2016, el
INEGI la report6 en el 6to lugar dentro de las principales causas de muerte en
México (INEGI, 2016). Sin embargo, el numero de casos de muerte por EVC
podria estar subestimado ya que el 30% de los pacientes sufre de
comorbilidades con otras enfermedades de riesgo cardiovascular, como la
diabetes, las enfermedades cardiacas, la hipertension, las neoplasias
intracraneales, entre otras (Ramirez-Alvarado y Téllez-Alanis, 2016); asi
como otros factores de riesgo que son registrados como la causa de muerte
(Gongora-Rivera, 2015).


https://paperpile.com/c/J3Y1wx/i8mf
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/2N00+ujHp
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/2N00+ujHp
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/i8mf+2N00
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/i8mf+2N00
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/fRQb
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/vUC0

Otro aspecto que dificulta el registro adecuado de la EVC es que existen
varios términos para designar la enfermedad como embolismo, apoplejia,
ataque cerebral, infarto cerebral, hemorragia cerebral, accidente
cerebrovascular e incluso es generalizado como infarto, sin distinguir entre

corazén o cerebro (Gongora-Rivera, 2015).

A nivel mundial la EVC es la principal causa de discapacidad en el adulto
mayor (Rivera-Nava et al., 2012; Scrutinio et al., 2018), ya que el 75% de las
personas que sobreviven padecen algun grado de discapacidad (Feigin et al.,
2016), y una tercera parte de los sobrevivientes queda con alguna
discapacidad severa permanente (Huy Chen, 2017). El costo que implica esta
enfermedad para el paciente con secuelas neurologicas y la dependencia
funcional es enorme, debido al cuidado a largo plazo, la rehabilitaciéon y la
pérdida de la capacidad productiva que impacta al individuo y a la familia
(Gongora-Rivera, 2015).

Los factores de riesgo asociados a esta enfermedad se pueden dividir en no
modificables y modificables (estilo de vida y médicos). Entre los factores no
modificables estan la edad, el género, la genética, la raza y el grupo étnico.
Dentro de los factores de riesgo modificables estan los relacionados con el
estilo de vida como: la inactividad fisica, la obesidad, la dieta, el consumo de
alcohol y tabaco; por otro lado, los factores de riesgo modificables médicos
son: la hipertension, la fibrilacion auricular, la diabetes, la dislipidemia, la
estenosis carotidea asintomatica, la apnea obstructiva, la hipercoagulabilidad

y la depresion (Kochhar et al., 2013).

La EVC puede ocurrir a cualquier edad (Gongora-Rivera, 2015), sin embargo,
la edad avanzada esta relacionada con la vulnerabilidad a padecer esta
enfermedad, ya que, debido al aumento en la prevalencia de factores de
riesgo vasculares como la hipertensién, la hipercolesterolemia, la diabetes y
la obesidad (Maaijwee et al., 2014). Después de los 55 anos, la tasa de EVC
se duplica en hombres y mujeres cada 10 anos, mas de la mitad de todos los

casos ocurren en personas mayores de 75 anos (Kochhar et al., 2013). Esto
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es importante ya que en México y en el mundo estd aumentando el
envejecimiento demografico, debido a la disminucién de la natalidad y la
mortalidad, y al aumento de la esperanza de vida (Gomez et al., 2013), lo que
incrementa la incidencia de diabetes, obesidad y sedentarismo, aumentando

a su vez el numero de personas en riesgo (Cantu, 2012).

Lo anterior significa que el envejecimiento de la poblacion, aumentara aun
mas el impacto socioecondmico que originan los trastornos
cerebrovasculares, limitando los recursos médicos y sociales disponibles para
cubrir las necesidades de los pacientes que sufren una EVC y de sus
familiares (Ruano et al., 2012). La trascendencia de esta llamada transicion
epidemioldgica supera sustancialmente cualquier sistema de salud, ya que
los padecimientos cronicos como la diabetes, la hipertensién, la obesidad y
las dislipidemias han mostrado un aumento exponencial en los ultimos 20
afios y suelen generar consecuencias devastadoras como: las enfermedades

cardiovasculares y cerebrovasculares (Ruano et al., 2012).

Ademas de la mortalidad y la discapacidad causada por la EVC, una
repercusion grave es la alteracion en las capacidades cognitivas, que pueden
clasificarse como deterioro cognitivo vascular o demencia vascular (Mimenza
et al., 2012). El deterioro cognitivo vascular es un término usado para
individuos que no cumplen los criterios de demencia y en quienes la presencia
de la EVC es asintomatica, en cambio la demencia vascular cerebral es la
demencia relacionada con la presencia de la EVC sintomatica usualmente a
causa de un infarto, en asociacién con declinacién cognitiva de forma
progresiva o evidencia de infartos bilaterales y multiples (Mimenza et al.,
2012). Finalmente, aproximadamente 1 de cada 5 individuos han tenido
infartos silentes (enfermedades de pequenos vasos), de forma asintomatica,
que al acumularse desencadenan deterioro cognitivo y demencia vascular
cerebral (Cantu, 2012).


https://paperpile.com/c/J3Y1wx/Kjv3
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/AMgB
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/AH3O
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/qL3R
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/qL3R
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/qL3R
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/qL3R
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/AMgB

2. ISQUEMIA Y REPERFUSION (IR)

La isquemia es la condicion o estado en el que un tejido como el cerebro es
sometido a hipoxia o a bajos niveles de Oz debido a la obstruccion de un vaso
sanguineo o a un flujo sanguineo inadecuado (Mohr et al., 2011). Mientras
que la reperfusion se define como la restauracidén del flujo sanguineo que
conlleva a la oxigenacion del tejido (Eltzschig y Eckle, 2011; Granger y
Kvietys, 2015). La reversibilidad del dafio isquémico y la supervivencia celular
dependeran de la duracion de la isquemia y del grado de disminucién del flujo

sanguineo (Granger y Kvietys, 2015; Mohr et al., 2011).

Después de un evento isquémico, dos areas pueden ser distinguidas: 1) el
centro o nucleo isquémico, caracterizado por la muerte de tipo necrético; y 2)
la zona que lo rodea, llamada penumbra (Chiquete y Cantu, 2012; Genova y
Kucukboyaci, 2018). Originalmente esta zona fue definida fisiologicamente
como la region con falta de actividad eléctrica y sin dafio al comienzo de la
isquemia (Carmichael, 2016); sin embargo, han aparecido otras definiciones
de penumbra incluyendo: a) zona de isquemia con alteracidon de sintesis de
proteinas y niveles de energia preservados; b) regidn isquémica con
incremento de la extraccién de Oz (relacién entre el consumo y el aporte de
0O2) y reduccioén del flujo sanguineo cerebral en la tomografia por emision de
positrones; c¢) regidén isquémica con perfusion anormal en la imagen de
resonancia magnética, pero que es normal en la secuencia de difusion; d)
zona de isquemia con flujo sanguineo cerebral normal en el estudio de
perfusion por tomografia computarizada; y e) regidon isquémica
potencialmente rescatable con intervenciones terapéuticas apropiadas vy

oportunas (Chiquete y Cantu, 2012).

En condiciones normales, el flujo sanguineo cerebral es de 50 a 60
mL/min/100 g de tejido, cuando el aporte sanguineo disminuye a menos de 8
mL/min/100 g de tejido se presenta la isquemia. En la penumbra, los vasos
sanguineos cercanos proporcionan circulacion colateral que mantienen el

flujo sanguineo entre 10 y 20 mL/min/100 g de tejido, por esta razon el tejido
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se encuentra funcional y metabolicamente esta activo; (Mergenthaler et al.,
2016). La zona de penumbra tiene dos destinos posibles: morir y formar parte
del centro isquémico o sobrevivir (Carmichael, 2016). Sin ninguna
intervencion, al paso de los dias, la zona de muerte celular avanzara de
manera continua, incrementando el tamafo de la lesién (Genova vy
Kucukboyaci 2018; Mergenthaler et al. 2016).

Se estima que una persona que sufre un EVC de tipo isquémico pierde ~1.9
millones de neuronas por cada minuto si no recibe un tratamiento (Saver,
2006; Cobley et al., 2018). Esto se debe a que el cerebro requiere de Oz y
glucosa para satisfacer su alta actividad metabdlica, aproximadamente el 20%
del O2 total consumido y el 25% de la glucosa que circula en sangre son

metabolizados por el cerebro (Cobley et al., 2018; Kalogeris et al., 2016).

Al disminuir los niveles de Oz, la mitocondria no puede generar ATP, lo que
perturba las bombas idbnicas membranales dependientes de ATP modificando
las concentraciones idnicas, ya que se libera K* al espacio extracelular y
aumenta la concentracién de Na* y Ca?* intracelular. Lo anterior, ademas de
despolarizar las membranas, aumenta el contenido de agua intracelular y
causa ruptura membranal (Cobley et al., 2018; Doyle et al., 2008; Nagy y
Nardai, 2017).

El aumento intracelular de Ca?* puede participar en la activacion de: vias de
muerte celular, produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs),
endonucleasas, fosfolipasas y proteasas (ademas de las caspasas) y factores
de transcripcion. Ademas, produce disfuncién mitocondrial y del reticulo
endoplasmatico, ambos responsables del almacenamiento de Ca?* (Mohr et
al., 2011; Nagy y Nardai, 2017; Zhou et al., 2018).

La despolarizacion de las membranas neuronales causada por la isquemia,
induce la liberacion de glutamato al espacio sinaptico, el cual permanece en
altas concentraciones, debido a que la falta de energia impide el adecuado
funcionamiento de los sistemas de recaptura de este neurotransmisor, este

permanece activando a sus receptores causando la entrada de iones, lo que
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puede culminar en la muerte celular (Wu y Tymianski, 2018). El glutamato es
el principal aminoacido excitador, que en condiciones fisiolégicas es
necesario para la funcion celular, la plasticidad sinaptica, la muerte, la
supervivencia celular, el desarrollo neuronal, el aprendizaje y la memoria (Lai
et al.,, 2014; Nagy y Nardai, 2017). En altas concentraciones este
neurotransmisor induce toxicidad neuronal, al activar los receptores de tipo
ionotrépico que estan ligados a canales idnicos que permiten la entrada rapida
de iones Na* y Ca?* a la célula. El término excitotoxicidad describe el proceso
en el que altas cantidades de glutamato activan los receptores tipo N-metil-D-
Aspartato (NMDA) e induce toxicidad (Wu y Tymianski, 2018).

El cerebro estd rodeado por la barrera hematoencefalica que regula el
movimiento de las moléculas entre la sangre y el cerebro. Sus componentes
son las ceélulas endoteliales unidas por uniones estrechas, los pericitos, las
terminaciones de los astrocitos que rodean los vasos sanguineos y la matriz
extracelular (Jiang et al., 2018). La barrera hematoencefalica forma parte de
la unidad neurovascular, una estructura dinamica que ademas de esas células
incluye a las neuronas, la microglia y a las células inmunes periféricas (Jiang
et al., 2018). Las células endoteliales reaccionan ante el evento isquémico
reordenando su citoesqueleto y alterando las proteinas de las uniones
estrechas, lo que altera la permeabilidad de la barrera hematoencefalica;
ademas las células endoteliales producen citocinas proinflamatorias y

radicales libres (Jiang et al., 2018).

Las células de la unidad neurovascular responden diferencialmente ante un
evento isquémico. Las neuronas son mas susceptibles debido a su gran
demanda energética en comparacion con los astrocitos (Rossi et al., 2007).
Los astrocitos y la microglia contribuyen a la inflamacion y a la
sobreproduccion de EROs, generando estrés oxidante, lo que induce la
contraccion de los pericitos y dificulta la adecuada circulacion sanguinea
(Nagy y Nardai 2017). En fases tardias, la interaccién de los astrocitos y la

microglia con las neuronas tiene un papel importante en la reparacion (Zhou
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et al., 2018). Los astrocitos son importantes en la recaptura de glutamato y se
sabe que después de la isquemia, el hinchamiento de los astrocitos comprime

los vasos sanguineos (Jiang et al., 2018).

Finalmente, la disrupcién de la barrera hematoencefalica es una caracteristica
del evento isquémico, y permite el paso de células del sistema inmune, que
exacerban la respuesta inflamatoria y altera la homeostasis de iones y agua,

causando edema (Jiang et al., 2018).

2.1 Estrés oxidante

La produccion de especies reactivas (ER) suele estar controlada por los
sistemas de defensa antioxidante. El estado redox de las células permite
cambios en la senalizacion celular, por lo que las defensas antioxidantes
deben mantener niveles adecuados de ER para que estas puedan efectuar

sus tareas (Halliwell y Gutteridge, 2015).

El estrés oxidante se define como el desbalance entre el nivel de las ER y los
sistemas antioxidantes. El dafo que surge debido al estrés oxidante se
conoce como dafo oxidativo que Halliwell y Gutteridge (2015) definen como
las alteraciones biomoleculares causadas por el ataque de las ER sobre los
constituyentes de los organismos vivos. Un aumento del dafo oxidante puede
deberse a: la disminucion de las defensas antioxidantes, una elevada
produccion de ER, dafo celular, el envejecimiento y/o la muerte celular
(Halliwell y Gutteridge, 2015). Fisiolégicamente, el estrés oxidante puede
inducir aumento en la proliferacién, adaptaciéon, dafo celular, senescencia o

muerte celular (Halliwell y Gutteridge, 2015).

El término ER incluye a las especies reactivas de oxigeno (EROs), pero
también a las especies derivadas del nitrogeno, cloro, bromo, hierro y azufre.
Las EROs incluyen todas aquellas especies radicales y no radicales derivadas
del oxigeno y que son mas reactivas que él, debido a que contienen oxigeno
incompletamente reducido. Se consideran EROs: el oxigeno atémico (O); el

ozono (O3), que se genera de la unién del O con Oz2; el oxigeno singulete ('02),
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que se produce por la excitacion de uno de los electrones desapareados del
Oz2; el radical anién superoxido (O2™); el peroxido de hidrogeno (H202); y el
radical hidroxilo (OH®). Algunas especies reactivas de nitrégeno son el
monoxido de nitrégeno u oxido nitrico (NO), el dioxido de nitrégeno (NO2") y
el peroxinitrito (ONOO") (Konigsberg, 2008). Un radical libre es cualquier
especie capaz de existir de manera independiente y que contiene uno o mas
electrones desapareados. Pueden formarse cuando una especie no radical
pierde (radical catién X-*) o gana (radical anién X-) un electrén, o cuando un
enlace covalente sufre una ruptura homolitica y cada atomo del enlace se

queda con un electron (A:B—A<+Be) (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Los radicales pueden reaccionar entre ellos formando otra molécula no
radical; o con no radicales, dando origen a otro radical, el cual puede unirse a
otra molécula, ya sea un agente reductor u oxidante, o puede abstraer un
hidrogeno enlazado a un carbono o a un nitrégeno (Halliwell y Gutteridge,
2015).

La mayoria de los metales en la primera fila del bloque d en la tabla periddica
en forma idnica, son radicales libres, debido a la presencia de dos electrones
desapareados, por lo que pueden donar electrones facilmente y participar en
varias reacciones. Reacciones no deseadas son la reaccion de Fenton o la de
Haber Weiss, ya que en ellas se genera el radical OH' y el anion hidroxilo (OH*
+ OH), que reaccionan rapidamente con cualquier molécula (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

En condiciones normales las ER presentes en el organismo provienen de
reacciones enddgenas del metabolismo, mientras que en condiciones como
la IR se observa un aumento en la produccion de EROs, proveniente de

diferentes fuentes (Figura 1).
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Figura 1. Formacion y metabolismo celular de las EROs: El anién superéxido (O2"),
se produce por fuentes externas o por vias endégenas del metabolismo celular, como
la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la NADPH oxidasa (NOX) de la
membrana citoplasmatica, la citocromo P450 reductasa, la lipooxigenasa, la
ciclooxigenasa, la xantina oxidasa, la sintasa de 6xido nitrico (NOS). La superéxido
dismutasa (SOD) transforma el Oz~ en perdxido de hidrégeno (H20-), y este es
degradado a agua por las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GDH px) y
catalasa. Por otro lado, mediante la reaccion de Fenton o Haber-Weiss, el H.O. forma
el radical hidroxilo OH" (Vaquero-Raya y Molero-Richard, 2005).

El cerebro es susceptible al estrés oxidante debido a sus bajas defensas
antioxidantes en comparacion con otros tejido, al alto contenido de metales
de transicion en algunas regiones y al alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados; ademas, el cerebro expresa una gran cantidad de RNA largo
no codificante, aproximadamente el 40% del RNA largo no codificante (Salta
y Strooper, 2017) y microRNAs cuya oxidacion se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Poulsen et al., 2012).

Particularmente en la IR, la mitocondria es la principal fuente de EROs

especialmente después de la reperfusion, ya que ésta activa de nuevo, la
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produccion de energia a partir de la cadena transportadora de electrones; sin
embargo, el complejo | opera en reversa, reduciendo NAD* a NADH,

resultando en una enorme produccion de O2~ (Manzanero et al., 2013).

Después de un evento isquémico aumenta la produccion de NO, sintetizado
por la sintasa de 6xido nitrico NOS. Esta molécula es una ER sin carga que
puede atravesar las membranas facilmente, y fisiolégicamente actua como un
neurotransmisor. Ademas, regula el flujo sanguineo y participa en la
sefalizacion; sin embargo, durante la isquemia puede llevar a cabo
reacciones de nitrosilacion modificando la funcion de las proteinas. También
el NO puede reaccionar con el Oz formando ONOO-, un fuerte oxidante de
proteinas y lipidos (Chen et al., 2017; Liu et al., 2015; Terpolilli et al., 2012).
Dos isoformas de la NOS se expresan constitutivamente en: células
endoteliales (eNOS) y neuronas (nNOS) y ambas dependen del Ca?*,
mientras que la tercera isoforma es independiente de Ca?*, es inducible
(INOS) y se expresa en diferentes tipos celulares como las neuronas, los
macrofagos, los astrocitos y la microglia (Chen et al., 2017; Liu et al., 2015;
Terpolilli et al., 2012). La actividad de la nNOS y la iNOS se asocia con dafo
neuronal en la fase temprana y tardia de la isquemia, mientras que la actividad
de la eNOS tiene efectos neuroprotectores (Chen et al., 2017). La NOS
sintetiza NO a partir de la L-arginina y el Oz, por lo que durante la isquemia el
oxigeno residual mantiene la produccion de NO; sin embargo, este disminuye
rapidamente y aumenta cuando el flujo es restablecido (Chen et al., 2017;
Halliwell y Gutteridge, 2015).

Otra ER asociada con el aumento del estrés oxidante y con la disfuncion de
la barrera hematoencefalica en el evento isquémico, es el O2™. Esta molécula
es producida por las NADPH oxidasas (NOX) cuya funcién principal es
producir Oz (McCann y Roulston, 2013; Manzanero et al., 2013). La NOX se
expresa constitutivamente en las neuronas, la microglia y los astrocitos,

donde participa en la sefalizacion celular en estado fisiolégico (Narasimhan
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et al., 2014); asi mismo, en las células endoteliales y los pericitos su expresion

es mayor (Chamorro et al., 2016; Manzanero et al., 2013).

El aumento de EROs resulta en la lipoperoxidacion, la nitrosilacion y oxidacion
de proteinas, el dafo al DNA vy la disfuncion de la barrera hematoencefalica,

lo que finalmente contribuye a la muerte celular (Tuttolomondo et al., 2014).

La lipoperoxidacidon (dafio oxidativo a los lipidos) culmina en la disfuncién
membranal y sus productos finales (4-hidroxinonenal y 4-oxo-2-nonenal) son
neurotdxicos (Halliwell y Gutteridge, 2015). La oxidacion de las proteinas es
una importante consecuencia del estrés oxidante, ya que resulta en la
disfuncion de las proteinas dafiadas. Por otro lado, en los acidos nucleicos las
bases puricas y pirimidinicas, asi como los azucares, son susceptibles a la
oxidacion (Duris et al., 2014), promoviendo la muerte celular (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

2.2 Inflamacion

La inflamacién es una respuesta biolégica a un estimulo nocivo, como
patdgenos o células dafadas, que intenta proteger al organismo removiendo
el estimulo nocivo, e iniciando el proceso de reparacion (Skaper et al., 2018).
Cuando ocurre en el sistema nervioso es conocida como neuroinflamacién
(Skaper et al., 2018) y es una caracteristica de todas las enfermedades
neurolégicas (Jana et al., 2016), ya que promueve el dafio al cerebro (ladecola
y Anrather, 2011a).

La respuesta inmune puede clasificarse en respuesta inmune innata y
adaptativa (Abbas et al., 2010). La respuesta inmune innata se considera el
sistema de defensa mas antiguo y conservado. Ante un estimulo nocivo es la
primera en activarse. Esta compuesta de barreras fisicas, quimicas, celulares
y proteinas en la sangre, que median la inflamacion y la produccion de
citocinas que regulan la respuesta inmune (Chamorro et al., 2012). Las células
del sistema inmune innato expresan receptores que reconocen patrones

moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) o a dafio (DAMPs) (Heneka et
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al., 2014). Los DAMPs al ser reconocidos activan vias que regulan la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, EROs y sefales
coestimuladoras (Chamorro et al., 2012). Por otro lado, el sistema inmune
adaptativo es mas especifico y lento, tiene la capacidad de recordar
exposiciones previas a moléculas dafinas, al ser iniciada por el
reconocimiento de antigenos por los linfocitos, estos responden proliferando
y diferencidandose en células efectoras que pueden tener efectos

citoprotectores o citotoxicos (Chamorro et al., 2012).

Las citocinas son proteinas que funcionan como moléculas de senalizacion,
actuan a través de receptores y son especialmente importantes en la
regulacion de las células del sistema inmune. Las citocinas incluyen las
interleucinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF), los interferones
(IFN), los factores estimuladores de colonias (CSF) y las quimiocinas vy
dependiendo del estimulo y el tipo celular se produciran unas u otras. Las IL
son citocinas producidas por los linfocitos y participan en la inflamacién y la
regulacion del sistema inmune. En condiciones fisioldgicas, las IL estan
presentes en bajas concentraciones (Becher et al., 2017; Prieto y Cotman,
2017); sin embargo, después del evento isquémico, son producidas y se
pueden encontrar en la sangre, el suero y los tejidos incrementando su
concentracion (L1, IL6 e IL10) (Kawabori y Yenari, 2015).

Las quimiocinas son un conjunto de proteinas, cuya principal funcion es la
quimiotactica, direccionando el movimiento de los leucocitos circundantes
hacia los sitios de inflamacién y son expresadas por neuronas, astrocitos,
microglia, células endoteliales y células circulantes (Kawaboriy Yenari, 2015).
Ademas, varios factores de transcripcion como el factor de transcripcién
nuclear kappa B (NFkB) se activan después del evento isquémico (Kawabori

y Yenari, 2015). Todo lo anterior participa en el proceso de neuro inflamacién.

La familia de los factores de transcripcion NFkB esta formada por 5 proteinas,
RelA (p65), RelB, c-Rel (Rel), p100 y p105 (precursor p50). Todas contienen

el dominio de homologia Rel, que ayuda a la dimerizacion, a la unién con el
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DNA, y a la interaccion con su inhibidor IkB. NFkB es el nombre que se le da
a las proteinas diméricas que resultan de las combinaciones de las proteinas
que pertenecen a esa familia (Courtois et al., 2016). El heterodimero mas
comun esta formado por RelA (p65) y p50, se localiza en el citoplasma y en
estado inactivo esta unido a IkB, su proteina inhibidora endogena. Los
estimulos proinflamatorios activan la cinasa IKK, que al ser activada fosforila
a IkB para su degradacion via proteasoma, entonces NFkB se transloca al
nucleo, donde se une a los sitios kB, ubicado en los promotores de genes

proinflamatorios (Kawabori y Yenari, 2015).

Los DAMPs vy citocinas expresadas en la fase temprana del dafio isquémico
accesan a la circulacidon sistémica a través de la ruptura de la barrera
hematoencefalica o por el liquido cefalorraquideo, causando una respuesta
inflamatoria sistémica (Becker y Buckwalter, 2016). La respuesta inflamatoria
es transitoria y es sucedida por una inmunodepresion que predispone a
infecciones, estos cambios persisten varias semanas después del evento

isquémico (Anrather y ladecola, 2016).

Ante un evento isquémico, la cascada inflamatoria es activada
inmediatamente después de la oclusién del vaso. La falta de flujo sanguineo
provoca estrés en el endotelio lo que promueve la expresion de selectinas que
son cruciales para alentar el paso de los leucocitos, atrayéndolos al endotelio,
en donde se unen y promueven la obstruccion del vaso sanguineo (Anrather
y ladecola, 2016). La inflamacién endotelial promueve la ruptura de la barrera
hematoencefalica y la entrada de neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos
y baséfilos (Anrather y ladecola, 2016). En el parénquima del cerebro, la
liberacion de DAMPs de las neuronas danadas, activa los receptores de
patrones moleculares presentes en la microglia y los astrocitos (Anrather y
ladecola, 2016).

La activacion de la microglia implica cambios en su morfologia y su expresiéon
geénica, la cual varia dependiendo de la naturaleza, fuerza y duracién de

estimulo. Puede adoptar una activacion clasica o alternativa, liberando
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mediadores proinflamatorios, o moléculas neuroprotectoras; en los estados
tempranos del evento isquémico la microglia asume el fenotipo alternativo y
gradualmente se transforma a la forma clasica (Li et al., 2014), para liberar
IL1B y TNF mediante el inflamasoma, lo que induce la expresion de citocinas
y quimiocinas en las células endoteliales y los astrocitos (Anrather y ladecola,
2016).

La hipoxia generada por la isquemia inicia la produccion de EROs que activa
la cascada de coagulacion y lleva a la activacion del complemento, plaquetas
y células endoteliales. EI NO al reaccionar con otras EROs disminuye,
promoviendo la contraccion del vaso sanguineo. Finalmente, la degranulacion
de los mastocitos y los macréfagos liberan citocinas proinflamatorias que

facilitan la infiltracion de los leucocitos (ladecola y Anrather, 2011b).

2.3 Muerte celular

La muerte celular es un proceso inevitable como consecuencia de la vida,
ademas de ser un proceso para eliminar células, irreversiblemente dafadas
o potencialmente dafinas (Galluzzi et al., 2018b). La muerte celular puede ser
regulada o accidental. La muerte celular accidental es instantanea vy
catastréfica debido a que las células son expuestas a un dafo fisico o
quimico. Por otro lado, la muerte celular regulada requiere de una maquinaria
molecular, lo que implica que es un proceso modulable por intervenciones
genéticas o farmacoldgicas (Galluzzi et al., 2018b). La muerte regulada puede
presentarse en dos escenarios: por un lado, puede ocurrir en ausencia de
cualquier perturbacion actuando solo para el recambio o desarrollo del tejido
(muerte celular programada), o se puede originar por perturbaciones del
ambiente intracelular o extracelular. Cuando las perturbaciones son intensas
o prolongadas, este tipo de muerte expone o libera moléculas que alertan al

organismo (Galluzzi et al., 2018b).
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La muerte celular se manifiesta por alteraciones morfologicas que
histéricamente se usaron para clasificarla en: 1) apoptosis (tipo I),
caracterizada por el encogimiento citoplasmatico, la condensacion de la
cromatina (picnosis), la fragmentacion nuclear (cariorrexis) y la formacion de
vesiculas membranales (cuerpos apoptoéticos) que son eliminadas
eficientemente por fagocitosis; 2) autofagia (tipo Il) que se manifiesta por
extensa vacuolizacion y culmina en su eliminacion por fagocitosis; y 3)
necrosis (tipo lll) que no muestra las caracteristicas de la muerte de tipo 1 o ll;
en este tipo de muerte las células necréticas se alargan, los organelos se
hinchan, hay disrupcién de las membranas y no hay condensacion nuclear
(Weinlich et al., 2017; Galluzzi et al., 2018b).

Actualmente se han descubierto nuevas subrutinas de muerte celular, cada
una de las cuales tiene cierto grado de interconectividad y caracteristicas que
van desde el aspecto completamente apoptotico hasta totalmente necrotico y
desde un perfil no inflamatorio hasta un perfil proinflamatorio. Los tipos de
muerte celular de acuerdo al Comité de Nomenclatura de la muerte celular
son: apoptosis intrinseca, apoptosis extrinseca, necrosis modulada por la
transicion de la permeabilidad mitocondrial, necroptosis, ferroptosis,
piroptosis, partanatos, muerte celular entética, muerte celular NETética,
muerte celular dependiente de lisosomas, muerte celular dependiente de
autofagia y muerte celular inmunogénica (Berghe et al., 2014; Galluzzi et al.,
2018b).

3. NECROPTOSIS

La necroptosis es un tipo de muerte celular controlado, pero presenta
caracteristicas morfolégicas de la necrosis. Requiere de la actividad de la
cinasa RIP3 (proteina cinasa de residuos de serina y treonina 3), que
previamente era conocida como regulador de la inflamacion, supervivencia
celular y enfermedad, y de su sustrato MLKL (pseudocinasa de linaje mixto
con dominio tipo cinasa) (Dhuriya y Sharma, 2018). Es independiente de la

activaciéon de caspasas y es inhibida por la actividad de estas (Vandenabeele
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et al., 2010; Wegner et al., 2017; Weinlich et al., 2017). La necroptosis se
clasifica en 3 categorias: la necroptosis extrinseca estimulada por TNFaq, la
necroptosis intrinseca estimulada por EROs y la necroptosis intrinseca

mediada por la isquemia (Dhuriya y Sharma, 2018).

La cinasa RIP3 (o RIPK3) pertenece a la familia RIPK (por sus siglas en inglés
Receptor-interacting protein kinases) y esta dentro de la categoria de las
proteinas cinasas de serinas/treoninas. Las cinasas de esta familia, ademas
de contar con estructuras similares, comparten funciones fisiolégicas que
incluyen la regulacion de la muerte celular, la inflamacion y la diferenciacion
celular (Anwar y Choi, 2018). Existen 7 RIPK, nombradas como RIPK1 a
RIPK7, la mayoria de sus sefales lleva a la activacion de la via de NFkB y/o
a la activacion de la proteina activadora 1 (AP-1), lo que lleva finalmente a la

muerte celular (Anwar y Choi, 2018).

Se han identificado varios iniciadores de la necroptosis, como el TNF (factor
de necrosis tumoral), el CD95L (también conocido como FasL y APO-1L), los
TRAIL (ligandos inductores de apoptosis relacionados con TNF), los TWEAK
(inductores débiles de la apoptosis relacionados con TNF), el estrés
genotoéxico, la estimulacion policlonal de TCR (receptores de células T), la
activacion mediada por virus, los farmacos anticancerigenos, los PAMPs y los
interferones (Berghe et al.,, 2014). Sin embargo, esos ligandos también

pueden activar vias de supervivencia o a la apoptosis (Arora et al., 2017).

Ademas de la activacidn de los receptores antes mencionados, la necroptosis
depende de que RIP3 fosforile a la proteina MLKL, al complejo que se forma
entre estas dos proteinas se le conoce como necrosoma y su formacion es
regulada por la interaccion entre varias proteinas (Galluzi et al., 2018). En la
figura 2 se muestran algunas vias de activacion y ejecucion de la necroptosis,
asi como los complejos que llevan a la formacién del necrosoma: (1) TNFR1;
(2) Los receptores de interferones IFNAR e IFNGR a través de la formacion
del complejo RIP1-RIP3; (3) el receptor TLR4 via la formacion del complejo
TRIF-RIP1-RIP3; (4) el receptor TLR3 via a formacién del complejo TRIF-
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RIP1-FADD-cFLIP-caspasa 8; (5) durante una infeccion con el virus de
citomegalovirus (MCMV) el receptor intracelular DAI reconoce la doble

cadena de DNA, recluta a RIP3 e induce su fosforilacion y oligomerizacion.

La via mejor caracterizada es la iniciada por la unién de TNFa a TNFR1 que
sufre un cambio conformacional permitiendo que la porcién citosdlica del
receptor se una a las proteinas RIP1, clAP1, clAP2 (inhibidor de la apoptosis
1y 2) TRAF2 y TRAF 5 (factor asociado a TNFR 2 y 5). A la union de estas
proteinas se les conoce como complejo | (Figura 2-1), cuando este complejo
se desubiquitiniza y se une a la proteina FADD se forma el complejo Il (Figura
2-2), que promueve la muerte celular y que pude estar formado por diferentes
proteinas y depende o no de la actividad de RIP1. Si depende de la actividad
de RIP1, este complejo Il también es conocido como ripoptosoma (Wegner et
al., 2018). En este complejo si la caspasa 8 se activa, el resultado es la muerte
apoptatica; pero si la caspasa 8 esta inhibida se recluta a RIP3 para la
formacion del necrosoma, que estimula la necroptosis (Vandenabeele et al.,
2010; Wegner et al., 2018).

Una vez que el necrosoma es formado (Figura 2-3), RIP3 se fosforila y recluta
otras moléculas de RIP3 que se fosforilan y forman estructuras fibrilares
(Figura 2-4) (Galluzzi et al., 2018a). La activacion de RIP3 lleva a la
fosforilacion de MLKL (Galluzzi et al., 2018a, Silke et al., 2015), que se
oligomeriza y se transloca a las membranas, causando las caracteristicas de
la muerte por necroptosis: la ruptura de membranas y el hinchamiento de los
organelos, que culmina en la muerte celular (Figura 2-5). MLKL también
puede inducir el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 requerido para la
liberacion de la IL-1B (Zhang et al. 2017).
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Figura 2. RIP1 y RIP3 regulan la muerte necroptotica. Este tipo de muerte puede ser
inducida por varios receptores (como TNRF1), que llevan a la asociacion de RIP1
con RIP3, a través de sus dominios RHIM (Azul). La fosforilacion de RIP3 lleva al
reclutamiento de otras moléculas de RIP3 que se fosforilan y polimerizan para
posteriormente fosforilar y activar a MLKL. La translocacién de MLKL lleva a la
necroptosis y a la liberaciéon de PAMPs (modificada de Silke et al., 2015).

3.1 Necroptosis y EROs

La necroptosis estda acompanada de la liberacion de EROs (Weinlich et al.,
2017) pero su relacion aun es controversial, ya que la inhibicion de la
produccion de EROs disminuye la necroptosis solo en algunos tipos celulares
(Fulda, 2016).

El tratamiento con antioxidantes como el hidroxianisol butilado, la N-acetil
cisteina, el a tocoferol y el piruvato de etilo, previenen la necroptosis inducida
por el BV6/TNFa en cultivos celulares de linfocitos T (Schenk y Fulda, 2015).
Estos autores reportaron que las EROs promueven y estabilizan la formacién
del necrosoma conformado por RIP1 y RIP3, el ensamblaje de este complejo

disminuye por el pretratamiento con los antioxidantes (hidroxianisol butilado,
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la N-acetil cisteina, a tocoferol y piruvato de etilo). Por otro lado, la formacién
del necrosoma es seguida de un aumento de EROs y al silenciar a RIP1 o
RIP3 también se puede observar la disminucion de la produccion de EROs
(Schenk y Fulda, 2015).

De igual manera al inducir la necroptosis con TNF/-z-VAD-fmk/ciclohexamina,
en fibroblastos, el pretratamiento con el antioxidante hidroxianisol butilado
disminuye la muerte celular y la acumulacion de EROs, mientras que en
fibroblastos derivados de ratones knockout de las proteinas RIP, TRAF2 o
TRADD (proteinas relacionadas con la formacién del necrosoma), disminuye

la produccién de EROs y la muerte por necroptosis (Lin et al., 2004).

También se ha observado en fibroblastos que las proteinas clAP y TAK1
rescatan a las células de la necroptosis inducida por TNF/BV6 al inhibir la
produccion de EROs dependiente de la formacion del complejo RIP1/RIP3.
Por otro lado, el tratamiento con TNF/BV6 incrementa la produccion de EROs,
la cual disminuye con el tratamiento de necrostatina 1 o disminuyendo los
niveles de RIP3. Mientras que el silenciamiento de clAP y TAK1 resulta en el
aumento de la necroptosis y el aumento de EROs, al combinar el tratamiento
de TNF/BV6 con el antioxidante hidroxianiso butilado en estas células
disminuye la necroptosis y la produccién de EROs (Vanlangenakker et al.,
2010). En este modelo la produccion de EROs se atribuye al complejo
mitocondrial NDUFB8 (NADH deshidrogenasa 13 subcomplejo 8)
(Vanlangenakker et al., 2010).

De igual manera, se ha reportado que en fibroblastos derivados de embriones
de raton knockout para ciclofilina, disminuye la necroptosis inducida por TNF.
La ciclofilina es una proteina que participa en la formacion del poro de
transicion mitocondrial, el cual induce la formacion de ER y participa en la
induccion de la necroptosis (Fulda, 2016).

Adicionalmente al infectar al pez cebra con M. tuberculosis, este organismo
responde liberando grandes cantidades de TNFa que activan la muerte por

necroptosis y la produccion de EROs por la mitocondria. Esta produccién de
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EROs depende de la asociacion de RIP1 y RIP3 (Roca y Ramakrishnan,
2013).

Finamente, durante la isquemia cerebral, la activacion de los receptores
NMDA aumenta los niveles de Ca?* intracelular, lo que activa a la NOS y por
consiguiente la produccion de NO (Miao et al., 2015). El NO que puede
nitrosilar a RIP3, el cual aumenta conforme aumenta el tiempo de reperfusion
(Miao et al., 2015). Se ha reportado que al usar un antagonista de la NOS se
disminuye la nitrosilacion de RIP3 y disminuye el dafio neuronal (Miao et al.,
2015).

3.2 Necroptosis e inflamacion

Cuando las células mueren por necroptosis, la ruptura de la membrana celular
lleva a la liberacién de DAMPs, generando una respuesta inflamatoria, ya que
estas moléculas se unen a receptores membranales o a receptores
intracelulares de las células vecinas, induciendo la produccion de citocinas
por la via de NFkB. La proteina MLKL que se une a la membrana y forma los
poros que caracterizan a la necroptosis y promueve la activacion del
inflamasoma NLRP3, que activa a la caspasa 1, para generar a la IL1[3. La
activacion del inflamasoma NLRP3 también podria estar regulada por la
actividad de RIP3 (Gutierrez et al., 2017; Kearney y Martin, 2017; Lawlor et
al., 2015)

Ratones knockout para RIP3 administrados con TNF, para producir el
sindrome de inflamacion sistémica, tienen menor mortalidad, al igual que los
ratones que reciben un pretratamiento de necrostatina-1, lo que sugiere que
la necroptosis media el dafio celular relacionado con la inflamacién, que
eventualmente lleva a la muerte; de igual modo los niveles de DAMPs y
citocinas son menores en ratones con deficiencia de RIP3 (Orozco y Oberst,
2018). Los DAMPs que se cuantificaron y que fueron menores en los ratones
deficientes en el modelo de inflamacién sistémica fueron la enzima lisosomal

hexosaminidasa y la enzima citosolica lactato deshidrogenasa y ADN
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mitocondrial, mientras que los parametros especificos asociados al dafo
disminuyeron fueron AST y ALT (dafio en higado) y creatina cinasa (dafo en
corazén o rifiidn). Por otro lado, las citocinas que se cuantificaron fueron IL-1
e IL-6, y este efecto protector fue mayor en la fase tardia de la inflamacion en

el modelo de inflamacion sistémica (Orozco y Oberst, 2018).

Ademas, al usar un inhibidor de RIP3 (Dabrafenib) en un modelo de isquemia
por foto trombosis en ratones, disminuye el dafo al tejido y la produccion de
TNFa, Cruz y colaboradores, correlacionan la actividad de TNFa con la
activacion de la necroptosis, sin embargo, ademas de TNFa no se

cuantificaron otras citocinas proinflamatorias (Cruz et al., 2018).

3.3 Necroptosis en la IR

En el foco isquémico, las células mas préximas a la arteria ocluida, mueren
por necrosis, pero en la periferia predominan otros tipos de muerte celular
entre los que se encuentran la necroptosis, la apoptosis y la autofagia. Para
asegurar la maxima supervivencia celular se deben usar estrategias que
puedan contrarrestar los diferentes tipos de muerte celular (Kalogeris et al.
2016; Vieira et al. 2014).

La necroptosis representa un blanco terapéutico ante el dafo por IR desde el
2005 (Vandenabeele et al., 2010; Weinlich et al., 2017), cuando se demostro
que la necrostatina-1, un inhibidor de la necroptosis, disminuye el area de
infarto en el modelo de oclusion de la arteria cerebral media en ratones
(Degterev et al., 2005). A partir de ese estudio se ha confirmado la eficacia de
inhibir la necroptosis en modelos de IR en diferentes érganos incluyendo la

retina, el corazén y el rifidn (Wegner et al., 2017).

La isquemia cerebral global resulta de la interrupcion del flujo sanguineo a
todo el cerebro, tal como sucede durante un paro cardiaco. El hipocampo es
el area mas afectada en animales que son sometidos a isquemia global. En
la region CA1 del hipocampo, la isquemia activa cambios transcripcionales

que llevan al incremento del mMRNA de RIP3 que se transcribe aumentando
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los niveles de la proteina RIP3. En estas condiciones se ha observado que
RIP3 entra al nucleo y forma un complejo con AlF, mecanismo necesario para
la degradacion del DNA. El tratamiento con la necrostatina-1 previene los
cambios inducidos en RIP3 (Vieira et al., 2014; Xu et al., 2016; Yin et al., 2015;
Zhou y Yuan, 2014).

En los modelos de privacién de oxigeno y glucosa en cultivos celulares y
oclusion de la arteria cerebral media, la necroptosis es inhibida por la
necrostatina-1, pero ademas se disminuye la neuroinflamacion, la expresion
de IL1B, IL 6, TNFa y la activacion de NFkB (Yang et al., 2017b; Zhao et al.,
2015).

En el modelo de oclusidn de la arteria cerebral media en ratas, los niveles de
la proteina RIP3 aumentan progresivamente después de 2 h de isquemia a
las 6, 12, 24,y 72 h de reperfusién (Dong et al., 2016).

Finalmente, en modelos que comparten caracteristicas con el modelo de dafio
por IR, como el modelo de impacto cortical controlado, el de dafio traumatico
cerebral y el de isquemia hemorragica, la administracién de la necrostatina-1
disminuye la muerte celular y el dafio oxidante y previene la infiltracion de
células del sistema inmune. Ademas, en astrocitos y neuronas disminuye la
disfuncién mitocondrial (Li et al., 2008; Linkermann et al., 2013; Zhou y Yuan,
2014).

4. Tratamientos de la EVC

La terapia con el factor trombolitico activador de plasmindgeno tisular
recombinante (rtPA) es el unico tratamiento farmacologico aprobado por la
FDA para el infarto cerebral. Sin embargo, debido a la pequefia ventana
terapéutica y a los efectos colaterales que produce, se estima que solo el 5%
de los pacientes se puede beneficiar de esta terapia (Zhou et al., 2018). Por

ello la busqueda de nuevos agentes esta justificada y es necesaria.
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La neuroproteccidn consiste en estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear
las consecuencias metabdlicas y bioquimicas asociadas a la IR, con el fin de
prevenir la muerte neuronal. Se basa en el principio de que la IR es un proceso
dinamico y no un evento instantaneamente irreversible. La neuroproteccion
intenta modificar los eventos moleculares que ocurren en forma secuencial a
lo largo de los minutos y horas en el area de penumbra y asi evitar el dafio
neuronal secundario (Chiquete y Cantu, 2012). Ademas, se ha determinado
en pacientes, que el 45% del area final afectada permanece viable hasta 12

h después del evento isquémico (Diez-Tejedor, 2006)

Varias estrategias se han probado para detener el avance de la
transformaciéon del area de penumbra en area de infarto, en modelos
preclinicos; sin embargo, hasta hoy aun no se ha tenido éxito en pacientes
(Patel y McMullen, 2017; Siket, 2016).

4.1 Tratamientos con antioxidantes

Un antioxidante se puede definir como cualquier sustancia que retrasa,
previene o remueve el dafio oxidante de una molécula blanco (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

Los antioxidantes pueden categorizarse dependiendo de su modo de accion
en tres clases: los que eliminan las ER reaccionando con ellas (antioxidantes
directos), los que inhiben la formacion de las ER, fortaleciendo las defensas
antioxidantes o promoviendo la reparacién (antioxidantes indirectos) y los que

tienen actividad antioxidante directa e indirecta (Antoniou et al., 2014).

Las células estan equipadas con antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
que eliminan el exceso de EROs con el fin de mantener la homeostasis redox.
Los antioxidantes no enzimaticos incluyen antioxidantes exdgenos, adquiridos
de la dieta, como el acido ascorbico (vitamina C), el a tocoferol (vitamina E),
los carotenoides, los flavonoides, entre otros; mientras que los antioxidantes
enddégenos son aquellos que son sintetizados en el organismo como la

bilirrubina o el glutatién reducido. Por otro lado, los antioxidantes enzimaticos
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incluyen proteinas como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GR) (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

En la EVC el estrés oxidante es una caracteristica importante, ya que esta
relacionada con el dafo a lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo que ha
llevado a probar el uso de antioxidantes para disminuir el dafo oxidativo
inducido por la IR (Zhou et al., 2018).

En estudios preclinicos, el uso de antioxidantes (el acido urico, la melatonina,
la eritropoyetina, entre otros) como terapia en la EVC han mostrado tener éxito
(Zhou et al., 2018). Sin embargo, este beneficio no se ha observado en los
estudios clinicos (Roleira et al., 2012). A nivel molecular, las diferencias en
los sistemas de transportadores, los canales, los receptores y las enzimas que
regulan el paso de moléculas extrafias entre los modelos animales y los
humanos, pueden interferir con las propiedades de absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad de los antioxidantes evaluados; por ello,
estas propiedades deben ser evaluadas para aumentar el posible éxito clinico.
Debido a que varios mecanismos estan implicados en el dafo inducido por la
IR, el uso de una terapia que solo atienda un blanco terapéutico podria ser
ineficiente; por lo que las nuevas terapias deben incluir varios medicamentos
0 un medicamento con multiples blancos terapéuticos para intervenir a varios

niveles en la cascada isquémica (Roleira et al., 2012).

4.2 Tratamiento con antiinflamatorios

La inflamacion también representa un blanco terapéutico para la EVC
isquémica. Se ha reportado en modelos animales que las sefales del sistema
inmune y sus mediadores pueden tener efectos perjudiciales o benéficos en
diferentes estados de la enfermedad. Las terapias que se han desarrollado
tienen como objetivo disminuir la activacién de la microglia y la migracion de
leucocitos, asi como modular las propiedades anti- y pro- inflamatorias de las
citocinas durante la fase aguda (Drieu et al., 2018; Veltkamp y Gil, 2016).

28


https://paperpile.com/c/J3Y1wx/bkhI
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/ryBX
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/ryBX

La minociclina, es uno de los tratamientos que se ha probado para el
tratamiento de la IR, en estudios preclinicos ya que disminuye la activacion
de la microglia, la produccién de EROs, la expresion de quimiocinas y el
tamano de la lesidn; sin embargo, en estudios clinicos no se ha logrado

comprobar su eficacia (Drieu et al., 2018).

Entre las estrategias para disminuir el paso de células del sistema inmune al
parénquima cerebral esta la administracibn de anticuerpos como el
Enlimomab un anticuerpo de origen murino que va dirigido hacia ICAM
(molécula que promueve el paso de las células del sistema inmune al
parénquima faciltando su adhesion y rodamiento sobre las células
endoteliales), que anteriormente habia mostrado un efecto protector,
disminuyendo el dafio neurolégico, en un modelo de infarto cerebral por
embolia en conejo. No obstante, al ser administrado en pacientes 6 h después

del evento isquémico aumento los efectos adversos (Drieu et al., 2018).

Por otro lado, la IL-1Ra es el unico tratamiento dirigido hacia la IL-1, IL-1Ra
es una citocina antiinflamatoria que modula los efectos de la IL-1 y se expresa
en macrofagos, neutrofilos, y la microglia, en estudios preclinicos ha mostrado
que disminuye el area de infarto en ratas y ratones; pero en estudios clinicos
se ha reportado que su vida media es muy corta y atraviesa la barrera
hematoencefalica lentamente por lo que no alcanza concentraciones

terapéuticas en el cerebro de los pacientes (Lambertsen et al., 2018).

A pesar de que la intervencion en el proceso inflamatorio después de la
isquemia y la reperfusién ha tenido mucho éxito en estudios preclinicos; al
igual que en el caso de los antioxidantes, no se ha podido probar su
efectividad en estudios clinicos. Este fallo se puede atribuir a que la
inflamacion en la IR es el resultado de varias vias redundantes (Jin et al.,
2013). Por lo que es necesario un estudio mas profundo de la participacion de

la infamacion en el dano por la IR.
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5. S-ALILCISTEINA (SAC)

El ajo (Alliu sativum L.), se cree que tuvo su origen en las montafias en el
centro de Asia y fue domesticado desde la antigiiedad. Ha sido mencionado
en manuscritos egipcios, babilonios, griegos, hindues y chinos, asi como en
la biblia. El ajo contiene mas de 2000 moléculas con actividad biologica
(Majewski, 2014). Desde la antiguedad se le han atribuido propiedades
medicinales, como antimicrobiano, anticancerigeno, antioxidante, regulador
del sistema inmune, antidiabético, hepatoprotector, antifibrinolitico y anti-
agregador plaquetario, ademas de estar relacionado con la prevencion de las

enfermedades cardiovasculares (Santhosha et al., 2013).

Actualmente, existen varias presentaciones del ajo para su comercializacion
con fines medicinales, una de ellas es el extracto de ajo envejecido (EAE),
que es preparado al sumergir los dientes de ajo fresco picados en etanol (15-
20%) por un periodo mayor a 20 meses a temperatura ambiente en

contenedores de acero inoxidable (Amagase et al., 2001; Qu et al., 2016).

Se han reportado varios efectos biolégicos del EAE que incluyen: atrapador
del radical Oz2™, reduccién del colesterol y lipoproteinas en la sangre, efectos
anti ateroescleradticos, inhibicion de la agregacion plaquetaria, modulacion del
sistema inmune, protege las membranas de la lipoperoxidacién e induce
enzimas antioxidantes (revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012). La
capacidad del EAE para disminuir el daio oxidante se ha observado en
modelos experimentales de varias enfermedades incluyendo diabetes,
cancer, infarto cerebral, Alzheimer, Parkinson y alteraciones
cardiovasculares, ademas de mejorar la actividad cognitiva y aumentar la
esperanza de vida en animales con senescencia acelerada (revisado en Qu
et al., 2016).

Los efectos biolégicos del EAE han sido atribuidos principalmente a la S-
alilcisteina (SAC), el compuesto organosulfurado mas abundante en esta
presentacion (Lim, 2015) y que se ha usado para estandarizar los productos
comerciales de EAE (Lim, 2015; Qu et al., 2016).
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La SAC deriva de la y-glutamil-S-alil-L-cisteina, a través de una
transformacién enzimatica que cataliza la y-glutamiltransferasa (Figura 3A).
Esta enzima se encuentra en la membrana celular, mientras que su sustrato
se encuentra en vacuolas, lo que dificulta la transformacion enzimatica en los
dientes de ajo intacto (Amagase, 2006; Yin et al., 2015). Sin embargo, al picar
los dientes de ajo y almacenarlos en etanol incrementan los niveles de SAC
(Xu etal., 2015). Otra forma de obtener SAC es a través de su sintesis quimica
(Figura 3B) a partir de la L-cisteina y el bromuro de alilo como se hace

actualmente en el laboratorio (Nagae et al., 1994; Maldonado et al., 2003).

La SAC es un compuesto de color blanco brillante, inodoro, soluble en agua
y poco soluble o insoluble en solventes organicos. Su solubilidad es mayor en
soluciones basicas que en soluciones acidas, no es higroscopico y su punto
de fusion es de 223.7 °C. Es un compuesto muy estable ya que no se modifica
su estructura al ser almacenado en condiciones acidas, lo que indica que se
absorbe sin cambios debidos al pH gastrointestinal. Soluciones de este

compuesto permanecen sin cambios hasta por 2 afios (Kodera et al., 2002).

A 0
| TH4
P ,//\\I/l\H'
HN COOH
COOH y-glutamiltransferasa o
A5 N NCO0H > ANONSNNH;
r-glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina (SAC)
B o Etanol NH,
U HO |
gr + HS™ Y TOH - : 5 COCH
L\H Na
Bromuro L-cisteina S-alilcisteina (SAC)
de alilo

Figura 3. Sintesis enzimatica (A) y quimica (B) de la SAC. (A) La sintesis enzimatica
ocurre a través del catabolismo de la y-glutamil-S-alilcisteina por la y-glutamil
transferasa en los dientes de ajo picado. (B) La sintesis quimica ocurre de la reaccion
entre la L- cisteina y el bromuro de alilo.
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5.1 Farmacocinética, farmacodinamiay toxicidad

La SAC tiene una alta biodisponibilidad en humanos, su tiempo de vida media
es aproximadamente de 10 h y el tiempo de depuracion es de 24 h, estos
resultados son muy similares a los observados en modelos animales (Amano
et al., 2015; 2016; Kodera et al., 2002; Nagae et al., 1994).

El principal metabolito de la SAC en la orina es la NAc-SAC (N-acetil-S-alil-L-
cisteina) (Kodera et al., 2002). Sin embargo, otros metabolitos que se pueden
encontrar en el plasma y en la orina de animales son la N-acetil-S-alil-L-
cisteina (NAc-SAC), la N-acetil-S-alil-L-cisteina sulféxido (NAc-SACS), la S-
alil-L-cisteina sulfoxido (SACS) y la L-y-glutamil-S-alil-L-cisteina (Amano et
al., 2015; 2016). La SAC se reabsorbe en el rifidn, lo que contribuye a su largo
tiempo de vida media en este o6rgano, especialmente en perros. El
metabolismo, la excrecién y la farmacocinética son muy similares en perros y
en ratas, solo difieren en la excrecion urinaria de su principal metabolito la
NAc-SAC, que es menor en perros (Amano et al., 2015). Los cuatro
metabolitos se producen por la N-acetilacion y la S-oxidacion de la SAC
(Figura 4). El rindn y el higado son los 6rganos donde se lleva a cabo la N-
acetilacion de la SAC y de la desacetilacion de la NAc-SAC (Amano et al.,
2015), mediante la N-acetil transferasa y las monohidrogenasas que
contienen flavina, respectivamente (FMO, del inglés flavin-containing
monohydrogenase) (Park et al., 2017).
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Figura 4. Metabolismo de la SAC (A) y estructura quimica de sus metabolitos: la S-
alil-L-cisteina sulfoxido (B), la N-acetil-S-alil-L-cisteina (C) y la N-acetil-S-alil-L-
cistein-sulfoxido (D). Las enzimas que llevan a cabo su metabolismo son la N-acetil

transferasa y la flavin monooxigenasa (FMO) (Modificada de Park et al., 2017).

En ratas después de una dosis oral de 50 mg/kg, el érgano en el que se

observa una mayor concentracion es en el rifidn, seguido del higado, el bazo,

el corazoén, el pulmoén y finalmente el cerebro (Yan y Zeng, 2005).

La dosis letal media (DLso) es similar a la de otros aminoacidos (Tabla 1)

(Kodera et al., 2002).
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Tabla 1. Dosis letal 50, de la SAC

DLso mg/kg
Via Sexo
Ratén Rata
Intragéstrica Machos 8890 10940

Hembras 9390 9500

Intraperitoneal Machos 6910 3340

Hembras 3650 3340

(Modificada de Kodera et al., 2002)

Después de la administracion diaria de la SAC por via oral durante un mes,
s6lo se observaron los siguientes efectos negativos con dosis = 500 mg/kg
(Kodera et al., 2002):

Disminucion del peso corporal en hembras y machos.
Aumento del pH urinario en machos.

Disminucion de los niveles de proteinas urinarias (en hembras) y
urobilinogeno (en machos). El urobilinbgeno es un metabolito de la
bilirrubina, generado por las bacterias intestinales que es reabsorbido. Por
lo que esta informacién sugiere que la SAC podria tener efectos sobre la

flora intestinal.

Incremento de los niveles de glucosa en el suero de hembras,
sugiriendo que la SAC induce atrofia del pancreas y disminuye la secrecion
de insulina. La atrofia en el tejido pancreatico se observd solo en las

hembras administradas con las dosis mas altas de SAC (1000 mg/kg).

Modificacion de la funcion renal y hepatica (disminucién de los niveles
de urea y creatinina en suero, aumento en el colesterol total, proteinas,

lipidos y fosfatasa alcalina en suero) en hembras.

34


https://paperpile.com/c/J3Y1wx/KNWc

Disminucion del hematocrito, hemoglobina, el volumen corpuscular
promedio, la hemoglobina corpuscular promedio y la concentracion

corpuscular de la hemoglobina en ambos géneros.

5.2 Actividad biolégica

Ya se han reportado los efectos benéficos de la SAC en varios modelos
experimentales preclinicos, los cuales en su mayoria se han asociado con su
capacidad antioxidante, antiinflamatoria o ambas. Por ello, se ha propuesto
su uso como suplemento en medios de cultivo, debido a sus propiedades

antioxidantes (Dvorakova et al., 2016).

Los efectos antioxidantes de la SAC se han asociado con los siguientes

mecanismos (revisado en Colin-Gonzalez, et al., 2012):

Su grupo tioalilo puede funcionar como nucledfilo donando faciimente
un protdén, neutralizando compuestos o haciéndolos menos reactivos.
Ademas, se ha reportado que el grupo alilo es necesario para la funcion
bioldgica y atrapadora de radicales (Kodera et al., 2002; Maldonado et
al., 2011). La SAC atrapa O2* (Kim et al., 2001; Maldonado et al., 2003;
Medina-Campos et al., 2007), H202 (Ide et al., 1996; Maldonado et al.,
2003; Medina-Campos et al., 2007), OH* (Kim et al., 2001; Numagami
y Ohnishi, 2001; Medina-Campos et al., 2007), acido hipocloroso
(Medina-Campos et al., 2007), 'O2, radical peroxilo (Maldonado et al.,
2011) y ONOO- (Kim et al., 2001; Medina-Campos et al., 2007).
Induce enzimas antioxidantes y al factor de transcripcion Nrf2 (Shi et
al., 2015; Franco-Enzastiga et al., 2017).

Inhibe enzimas prooxidantes como la NOS, la xantina oxidasa, la
NADPH oxidasa y la ciclooxigenasa (Kim et al., 2001).

Quela metales divalentes.

Por otro lado, los mecanismos antiinflamatorios asociados con la SAC son

(revisado en Colin-Gonzalez et al., 2015):

35


https://paperpile.com/c/J3Y1wx/Ny2Q
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/KNWc+UDyT
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/KNWc+UDyT
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/dZGt+vTXf+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/dZGt+vTXf+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/HOEE+vTXf+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/HOEE+vTXf+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/dZGt+csip+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/dZGt+csip+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/waBD
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/waBD
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/dZGt+hhuO
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/UDyT+E5AJ+ye31
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/UDyT+E5AJ+ye31
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/UDyT+dZGt
https://paperpile.com/c/J3Y1wx/fhwz

Posible inhibicion del receptor tipo toll 4 (TLR4), que activa la via de
NFkB.

Incrementa la expresion de PPARa y PPARYy (receptor de peroxisoma
proliferador activado), receptores relacionados con la inhibiciéon de la
liberacién de citocinas proinflamatorias (Mong y Yin 2012; Takemura et
al., 2013).

Inhibe la via de NFkB (regulador de la respuesta inmune), a través de
la disminucion de la enzima que fosforila al inhibidor de NFkB (Park et
al., 2014) y regula la via de las MAP cinasas (Geng et al., 1997; Mong
y Yin, 2012).

Inhibe la desacetilasa de histonas (represor de la transcripcién), lo que
reduce la produccion de citocinas proinflamatorias como la IL-13, TNFa
e IFNy.

Regula el inflamasoma y disminuye las citocinas proinflamatorias (IL13
y TNFa).

En animales con senescencia acelerada disminuye los déficits cognitivos
(Nishiyama et al., 2001) y mejora la calidad del esperma (Takemura et al.,
2014).

En modelos de estrés restrictivo, que simula alteraciones psicolédgicas
observadas en humanos, la SAC mejora el comportamiento, reduce el estrés
oxidante a nivel sistémico y en el hipocampo (Becerril-Chavez et al., 2017;
Colin-Gonzalez et al., 2012)

En modelos de enfermedades donde la inflamacién es un mecanismo
importante de dano como la cistitis hemorragica (Abdi et al., 2016; Abdi et al.,
2018; Bhatia et al., 2008), la gota (Preethi et al., 2018), la atrofia muscular
(Dutt et al., 2018) y la inflamacion intestinal (Park et al., 2014), tiene actividad

citoprotectora, antioxidante y disminuye la inflamacion.

Adicionalmente, su actividad anticancerigena se ha observado en modelos de

cancer de ovario (Xu et al., 2014; 2018), cancer nasofaringeo (Cho et al.,
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2015), cancer de prostata (Chu et al., 2007), cancer de mama (Gapter et al.,
2008), cancer de boca (Pai et al., 2012; Tang et al., 2009), cancer de pulmén
(Tang et al., 2010), neuroblastoma (Welch et al., 1992), carcinoma
hepatocelular (Ng et al.,, 2012; Sengupta et al., 2017; Sundaresan vy
Subramanian, 2008) y cancer gastrico (Velmurugan y Nagini, 2005) donde
promueve la muerte celular, disminuye la invasividad o modula el estrés

oxidante y la inflamacién.

También previene la toxicidad inducida en el oido (Uzun et al., 2016), el
higado (Anandasadagopan et al., 2017; Bayraktar et al., 2015; Gong et al.,
2018; Hsu et al., 2006; Hwang et al., 2013; Kattaia et al., 2017; Kodai et al.,
2007; Kodai et al., 2015; Lin et al., 2008; Mizuguchi et al., 2006; Mostafa et
al., 2000; Shinkawa et al., 2009; Tsukioka et al., 2017; Yan y Yin, 2007), el
pulmén (Bayraktar et al., 2015), el corazén (Avula et al., 2014; Mostafa et al.,
2000), la retina (Chao et al., 2014) y el riidn (Gomez-Sierra et al., 2014;
Magendiramani et al., 2009; Maldonado et al., 2003; Segoviano-Murillo et al.,
2008).

En modelos de diabetes inducida ha mostrado actividad antidiabética en
animales adultos y neonatos (lliya et al., 2016; Lembede et al., 2018;
Saravanan et al., 2009; Saravanan y Ponmurugan, 2011; 2012; 2013).
Ademas disminuye la inflamacion, el estrés oxidante (Sathibabu et al., 2018),
los niveles de acidos grasos (Saravanan y Ponmurugan, 2010; Takemura et
al., 2013), el déficit cognitivo (Baluchnejadmojarad et al., 2017), la disfuncion
en la aorta (Brahmanaidu et al., 2017), la activacion de la via metabdlica del
sorbitol (Naidu et al., 2016), las proteinas glicosiladas (Saravanan et al., 2010)
y otros productos de glicosilacion que también se relacionan con el

envejecimiento (Ahmad et al., 2007).

La SAC también tiene efectos benéficos en modelos de alteracion en la
circulaciéon sanguinea y en células endoteliales (Borek, 2001), previniendo el

dafio isquémico y aumentando la angiogénesis (Syu et al., 2017). Ademas
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previene la hipertensién (Asdaq y Inamdar, 2010; Yu et al., 2012) y reduce el

proceso aterogénico (Ho et al., 2001).

Finalmente, la actividad neuroprotectora de la SAC se ha probado en varios
modelos experimentales de isquemia cerebral, esclerosis multiple (Escribano
et al., 2017; 2018), neuroinflamacién (Zarezadeh et al., 2017; Zeinali et al.,
2018), neurotoxicidad (Elinos-Calderon et al.,, 2010; Garcia et al., 2010;
Herrera-Mundo et al., 2006; Ito et al., 2003; Pérez-Severiano et al., 2004) la
enfermedad de Parkinson (Denzer et al., 2016; Garcia et al., 2014; Kosuge et
al., 2003; Pérez-Severiano et al., 2004; Rojas et al., 2011), Alzheimer (Javed
et al., 2011; Ray et al., 2011; Tsai et al., 2011) y Huntington (Elinos-Calderdn
et al.,, 2010; Herrera-Mundo et al., 2006; Pérez-De La Cruz et al., 2006).
Ademas de su efecto neuroprotector también se ha reportado que tiene

actividad neurotrofica (Kodera et al., 2002).

Particularmente en la IR se ha probado su efecto protector en varios modelos.
Los primeros en reportar el efecto protector de la SAC fueron Nuagami y
colaboradores en 1996 y 2001. Los modelos que usaron fueron los de
isquemia cerebral focal (ligacidn permanente de la arteria cerebral media) e
isquemia global (oclusion bilateral de la arteria carétida comun, por 1 h). En
ambos estudios la SAC (100, 300 y 600 mg/kg) se administré 30 min antes de
la isquemia. En el modelo de isquemia focal, la SAC disminuyd el contenido
de agua en el hemisferio danado y el area de infarto, siendo la dosis de 300
mg/kg la que mostro el mayor efecto. Mientras que en el modelo de isquemia
global la SAC disminuyé la cantidad de EROs después de la reperfusion
(Numagai et al., 1996; Numagami y Ohnishi, 2001).

Posteriormente, se evalud el efecto de la SAC en dos modelos (isquemia
cerebral global e isquemia cerebral transitoria), en ambos casos se administro
una sola dosis de 300 mg/kg antes de la isquemia o dos dosis, antes de la
isquemia y después de la reperfusion. La SAC disminuyo el area de infarto, el
estrés oxidante y la muerte neuronal, asi como la activacion de ERK (cinasa

regulada por sefales extracelulares). En este trabajo, el efecto de la SAC se
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relaciond con su capacidad para actuar directamente sobre ERK (Kim et al.,
2006).

Por otro lado, en el modelo de la oclusion de la arteria cerebral media, la SAC
(300 mg/kg) se administré 2 veces: 15 min antes de la oclusion y 2 h después
de la oclusion. La SAC mejoro el déficit neuroldgico y restaurd los niveles de
ATP, glutation y la actividad de los complejos mitocondriales. Ademas,
disminuyo el edema, los niveles de lipoperoxidacion, proteinas carboniladas
y el contenido de H20:2 (Atif et al., 2009).

De igual manera en el modelo de oclusién de la arteria cerebral media en ratas
sometidas a 3 h de isquemia y 24 h de reperfusion, fueron administradas con
SAC (100 mg/kg) 30 min antes de la isquemia y a las 0, 6 y 12 h de
reperfusion. Tras este esquema de administracion, la SAC disminuyo el
volumen de la lesion, el estrés oxidante y la pérdida neuronal y mejoro el

déficit neuroldgico (Ashafaq et al., 2012).

El efecto protector de la SAC en la IR cerebral podria estar relacionado con la
activacién del factor Nrf2. Shi y colaboradores (2015), evaluaron en cultivos
de neuronas y ratones, el efecto de la SAC sobre los niveles de Nrf2. El
tratamiento con SAC aumenté los niveles de Nrf2 y los niveles de genes de
proteinas antioxidantes. Por otro lado, en animales knockout para Nrf27
sometidos a la oclusion de la arteria cerebral media, el tratamiento con SAC
disminuyd el efecto protector observado en los animales Nrf2 **. En este
estudio la dosis de SAC que utilizé fue de 300 mg/kg administrada 30 min
antes de la isquemia (Shi et al., 2015).

Adicionalmente, en el modelo de la oclusiéon de la arteria cerebral media se
reportd que la SAC inhibe directamente la activaciéon de ERK y disminuye la

muerte celular causada por excitotoxicidad (Kim et al., 2006a)

En ratas hipertensas propensas a eventos isquémicos, la SAC disminuy6 la
mortalidad y la perdida de las funciones motoras, asi como el dafio histolégico

asociado con la isquemia (Kim et al., 2006b).
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Ademas de la actividad antioxidante y antiinflamatoria de la SAC, se ha
reportado que puede modular diferentes tipos de muerte celular como la
apoptosis (Orozco-Ibarra et al., 2016; Wu et al., 2018; Sengupta et al., 2017;
Xuetal., 2014; 2018), la autofagia (Wu et al., 2018) y la necroptosis (Sengupta
et al., 2017).

En cuanto al efecto de la SAC sobre la necroptosis, se empled un tratamiento
de SAC y la berberina y se evalud la necroptosis y la apoptosis en células
cancerigenas. Ambos compuestos indujeron la muerte por necroptosis y
apoptosis en las células, a través de la regulacion de la via adenilato ciclasa-

AMP ciclico-proteina cinasa A (Sengupta et al., 2017).
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La EVC de tipo isquémico es una de las principales causas de muerte y
demencia en el adulto mayor tanto en México como a nivel mundial.
Actualmente no existe un tratamiento efectivo para disminuir las secuelas que
se presentan en los pacientes que han sufrido una EVC de tipo isquémico,
por lo que es importante la busqueda de blancos y estrategias terapéuticas.
Para poder desarrollar terapias en este padecimiento, es necesario tomar en
cuenta los eventos que se desencadenan después de la IR, los cuales
culminaran en la muerte celular. Entre los tipos de muerte celular que se
presentan después de la IR se encuentra la necroptosis, la cual depende del

aumento y activacion de la proteina RIP3.

Ya se ha reportado una relacion entre la necroptosis con la inflamacién y el
estrés oxidante, ya que al disminuir estas condiciones se observa un menor

numero de células que muere por necroptosis.

Por ello, el uso de un compuesto con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias podria tener efecto sobre la necroptosis. En este contexto la
administracion previa de la SAC en modelos de EVC disminuye las
alteraciones conductuales y morfolégicas inducidas por la IR, lo cual se ha
relacionado con sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Asi el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion post
isquemia de SAC sobre los niveles de RIP3 en el modelo de oclusion de la

arteria cerebral media.
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V. HIPOTESIS

Si existe una relacion causal entre la necroptosis y el estrés oxidante y la
inflamacion, entonces el tratamiento con SAC (un compuesto con
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias) disminuira el aumento de los
niveles de RIP3 (un marcador de necroptosis, debido a que participa en la

formacion del necrosoma) en un modelo de IR cerebral.

VI. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de la SAC, sobre los niveles de RIP3

(un marcador de necroptosis) en un modelo de IR cerebral.

2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la administracion post isquemia de la SAC en animales

sometidos a 1 h de isquemia y 48 h de reperfusién (IR) sobre:
* El déficit motor.

* El dano histolégico cuantificando el numero de células danadas (tincion de

hematoxilina y eosina).
* El numero de células en neurodegeneracion (tincion de fluoro-jade B).
* Los niveles de RIP3 (inmunohistoquimica).

* Los niveles de dafio oxidante NOS1 y 8-OHdG marcadores de dafo oxidante

(inmunohistoquimica).

* Los niveles de p65 marcador de inflamacién (inmunohistoquimica).
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VI. METODOS

1. Reactivos y anticuerpos usados

Los reactivos utilizados para la sintesis de la SAC fueron clorhidrato de L-
cisteina monohidratada, bromuro de alilo, etanol y sodio metalico de Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA).

Para la cuantificacion de las células en neurodegeneracion el fluoro-jade B
(FJ-B) se obtuvo de Millipore (Bedford, MA, USA). El anticuerpo anti-RIP3
(ab62344) se obtuvo de Abcam (Cambridge, MA, USA) y los anticuerpos anti-
8-OHdG (sc-39387), anti-p65 (sc-7151) y anti-NOS1 (sc-8309) se obtuvieron
de Santa Cruz Biotechnology, Inc (Dallas, TX, USA).

2. Sintesis de la SAC

La SAC se obtuvo por sintesis quimica mediante la reaccion entre la L-cisteina

y el bromuro de alilo en etanol absoluto y sodio metalico.

Esta sintesis se llevdé a cabo en un matraz de bola, en el que se colocaron
10.5 g de clorhidrato de L-cisteina monohidratada y 180 mL de etanol absoluto
bajo condiciones de agitacion constante. Al transcurrir 10 min se adicionaron
5.42 g de sodio metalico en hojuelas manteniendo una agitacion vigorosa por
30 min a partir de la disolucion total de sodio. A continuacion, se afiadieron
5.4 mL de bromuro de alilo y la mezcla se mantuvo con agitacion constante
durante 1 h a temperatura ambiente, después de lo cual se agregd agua fria
(50 mL) y se continud con la agitacién durante 1 h. El etanol se evaporé por
destilacion y posteriormente se adicionaron 5.0 mL de acido acético (pH final
de 5.6). El precipitado blanco formado se filtré al vacio y se dej6é secar. Al
compuesto obtenido se le midi6 el punto de fusién en un aparato Fisher-Johns
y se compard con el reportado de 223.3-223.6 °C (Kodera et al., 2002).
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3. Animales

Se usaron 45 ratas macho Wistar con un peso inicial de 280-320 g, obtenidas
del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Los animales
se mantuvieron en cajas de acrilico, con libre acceso a la comida y al agua, y
se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura y luz (ciclos de
12 h de luz/12 h oscuridad). Durante los experimentos se hicieron los
esfuerzos por minimizar el sufrimiento de los animales. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez, proyecto 15/18. Los animales fueron
utilizados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-036-SSA 2-2002 y
la NOM-062-ZO0-1999-SAGARPA.

4. Disefio experimental

Los animales se dividieron de forma aleatoria en 3 grupos (SHAM n=9; IR
n=18; IR+SAC n=18):

e SHAM, animales sometidos al procedimiento de la cirugia sin la
oclusion de la arteria cerebral media.
e |R, animales sometidos a la oclusidon de la arteria cerebral media
durante 1 h (isquemia) y 48 de reperfusion.
e |IR+SAC, animales sometidos a IR y tratados con SAC.
La SAC se administré en una dosis de 100 mg/kg via intraperitoneal, al inicio
de la reperfusion y 24 h después. Los animales del grupo SHAM e IR
recibieron SSI (solucion salina isotdnica) en el mismo esquema.
Transcurridas las 48 h de reperfusion se midio el déficit motor justo antes del
sacrificio. Después se obtuvo el cerebro completo para evaluar el dafio
morfoldgico, la neurodegeneracién y los niveles de RIP3 (marcador de
necroptosis), NOS1 y 80HdG (marcadores de estrés oxidante) y p65

(marcador de inflamacion).
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5. Oclusién de la arteria cerebral media

Para inducir la anestesia, los animales se colocaron en una camara de
anestesia regulando el vaporizador al 4-5% de isoflorano y flujo de oxigeno a
(0.5-1.0 L/min). Para mantener la anestesia se regulé el vaporizador a 1-2%
de isoflorano y oxigeno al 100% manteniendo el mismo flujo de oxigeno. Se
colocé el animal en posicién de cubito supino, se rasuro y se limpid el cuello.
Usando un microscopio de diseccion, se hizo una incision en la que se expuso
la arteria carétida comun, la arteria carétida externa y la carétida interna. Se
cerro la arteria carétida externa cauterizando, se coloco una pinza antes de la
bifurcacién en la arteria carétida comun y se introdujo un filamento por la
arteria cardétida comun hasta la arteria carétida interna, el filamento entré
hasta la arteria cerebral media en donde se dej6 por 1 h, transcurrido el tiempo

se retird el filamento, para inducir la reperfusion que durd 48 h.

6. Evaluacion del déficit motor

Se evalué mediante 5 pruebas:

¢ Movilidad espontanea: el animal se coloco sobre una superficie plana,
sin dano el animal debe iniciar la exploracion antes de 3 s.

o Reflejo de agarrar: el animal se sostuvo de la cola y se aproximé a un
cable; sin dano el animal se sostiene del cable con ambas patas
delanteras de manera simultanea, con dano no lo puede hacer.

e Barra horizontal: se colocaron las patas delanteras de la rata sobre un
cable; sin dafo el animal se sujeta por mas de 3 s, con dafio no lo
puede hacer.

e Flexion de la pata contralateral a la lesion: el animal se sostuvo por la
cola y se levant6 de la mesa; sin dafio el animal extiende ambas patas,
con dafio los animales flexionan la pata contralateral a la lesion.

e Giros contralaterales. Se sostuvo el animal por la cola sobre una

superficie plana elevando solo las patas traseras; sin dafo los animales
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caminan hacia adelante, con dafo los animales se desplazaban dando

giros contralaterales a la lesion.

A cada prueba se le asign6 un valor de 0 si el comportamiento fue normal y

un valor de 1 si la conducta estuvo alterada.

7. Muestras

Después de 48 h de reperfusion, los animales se sacrificaron administrando

por via intraperitoneal pentobarbital sédico (120 mg/kg). Posteriormente, se

perfundieron con 250 mL de SSI 0.9% fria con heparina (5 Ul/L), seguido de

250 mL de paraformaldehido al 4% en amortiguador PBS. Los cerebros se

fijaron en paraformaldehido al 4% durante 48 h y se incluyeron en parafina.

Para la inclusion, en los tratamientos que se muestran en la Tabla 2, los

organos se colocaron en casetes, manteniendo una agitacion constante:

Tabla 2.

Tratamientos para la inclusién del tejido.
Tratamiento Duracion.
Agua corriente 15 min
Alcohol 60 % 30 min
Alcohol 70 % 30 min
Alcohol 80 % 30 min
Alcohol 96 % (1) | 30 min
Alcohol 96 % (2) | 30 min
Alcohol 100 % (1) | 30 min
Alcohol 100 % (2) | 24 h
Alcohol-xilol 30 min
Xilol (1) 30 min
Xilol (2) 30 min
Parafina (1) 1h
Parafina (2) 1h
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Después de pasar los casetes por parafina (2), los cerebros se colocaron en
moldes que se llenaron de parafina, al enfriarse los bloques se obtuvieron

cortes de 5 um que se fijaron en portaobjetos.

8. Tincién de hematoxilinay eosina

Los cortes se desparafinaron con xilol por 1 h y se pasaron por soluciones de
alcohol-xilol, alcohol al 100%, alcohol 96 % y agua destilada por 3 min cada
uno. Se tiferon con hematoxilina, se lavaron con agua y se viré la
hematoxilina con carbonato de litio al 1 %. Después se pasaron por etanol al
70 % y se tiferon con eosina. Posteriormente, se pasaron por soluciones de
alcohol 70%, alcohol 96%, alcohol 100%, alcohol-xilol y finalmente en xilol.

Posteriormente se montaron con resina y se observaron en el microscopio.
Los resultados se expresan como porcentaje de células dafiadas por campo.
9. Tincién de fluoro-jade B (FJB)

Los cortes se desparafinaron con xilol por 15 min y se metieron en alcohol al
100% 2 veces. Se sumergieron 5 min en una solucién de NaOH 10% y alcohol
80%, 2 min en alcohol al 70%, 2 min en agua destilada y en oscuridad se
colocaron en una solucion de permanganato de potasio 0.06% por 10 min, se
lavaron en agua destilada por 2 min y se colocaron en una solucion de FJB
0.0004% y acido acético 0.1% por 20 min. Finalmente, se lavaron en agua
destilada por 2 min y se hicieron 3 lavados con agua destilada de 1 min cada
uno, se dejaron secar y se montaron con resina para observarlos en el
microscopio. Los resultados se expresan como células positivas a FJB por

campo.

10. Inmunohistoquimicas

Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron con lavados de alcohol
en concentraciones decrecientes hasta llegar a agua destilada, después se
colocaron durante 1 h en una solucion de PBS con Tritén X-100 0.2% y 1 h
en una solucién de citrato de sodio 5% con Tritdn X-100 0.2% para
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desenmascarar el antigeno. Se inactivd la peroxidasa endoégena con H20z2,
los cortes se incubaron con los anticuerpos anti-RIP3 (1:200), anti-NOS1
(1:50), anti-8-OHdG (1:50) o anti p65 (1:50) durante 24 h. Posteriormente, se
incubaron con el kit de anticuerpo secundario universal y estreptavidina-
peroxidasa (Kit Dako KO0690). Los cortes se revelaron con 3,3-
diaminobencidina (Kit Dako K3468), se contrastaron con hematoxilina y se
montaron con una resina. Los resultados se expresan como porcentaje de

células positivas por campo.

11. Anélisis estadistico

Los datos se muestran como la media t el error estandar de la media. Se
realizd una prueba de ANOVA, seguida de una prueba Tukey, usando el
software Prism 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Un valor de P>0.05 se

consideré estadisticamente significativo.

VII. RESULTADOS

1. La SAC previene el déficit motor inducido por la IR

La SAC ha mostrado tener un efecto neuroprotector, disminuyendo el déficit
motor en el modelo de la oclusidn de la arteria cerebral media, con diferentes
tiempos de oclusion y esquemas de administracion, por lo que se evaluo el
efecto de un tiempo de oclusiéon y esquema de administracién distinto a los

reportados en otros experimentos anteriormente.

La Figura 5 muestra la evaluacién del dafio motor a las 48 h después del inicio
de la reperfusion. El grupo IR mostré una mayor puntuacién comparado con
el grupo SHAM, mientras que el tratamiento con SAC previno parcialmente

este aumento.

48



Hl sHAM
B r
E3 R+sSAC

Déficit neuroldogico
N
L

Figura 5. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el dafo motor inducido por 1 h de
isquemia y 48 h de reperfusion (IR). La SAC se administré por via intragastrica, al
inicio de la reperfusioén y a las 24 h de reperfusion. Los resultados se presentan como
la media + el error estandar de la media. El nimero de animales por grupo fue: SHAM
(9), IR (18) e IR+SAC (18). *** p<0.001; * p<0.05.

2. La SAC previene el dafio morfologico inducido la IR

Ademas del dafio motor se cuantifico el dafo histolégico usando la tincion de
hematoxilina y eosina y el numero de células en neurodegeneracién usando
la tincidn de fluoro-jade B, para correlacionar el efecto protector observado en

la cuantificacion del déficit motor.

La cuantificacion del dano histoldgico, las células en neurodegeneracién y las
células positivas en las inmunohistoquimicas se llevo a cabo en la corteza y
el estriado, debido a que esta zona es una zona de transicidon entre el foco

isquémico y la zona de penumbra (Figura 6).
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Figura 6. Corte coronal que muestra las areas donde se tomaron las fotografias para
evaluar el dafio histolégico y el numero de células positivas en las
inmunohistoquimicas en los 3 grupos estudiados. Se tomaron 3 fotos en la corteza y
4 fotos en el estriado.

Los grupos SHAM mostraron una estructura sana en el estriado y la corteza
(Figura 7A). Mientras que los grupos con IR muestran dano morfolégico,
caracterizado por un aumento de la afinidad por la eosina (eosinofilicas) y por
la disminucién del tamafio de los nucleos tefiidos con mayor intensidad por la
hematoxilina (picnosis). El grupo IR mostré un 80% de dafo tanto en estriado
como en corteza comparado con el grupo SHAM. Dicho aumento fue

disminuido parcialmente con el tratamiento con SAC (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el dafio morfolégico inducido por 1
h de isquemia y 48 de reperfusion (IR). (A) Imagenes representativas de la tincion
con hematoxilina y eosina de la corteza y el estriado. En el grupo IR se muestran
células con dafo como picnosis (flechas) y células sin dafio morfolégico (asteriscos).
(B) Grafica que muestra el porcentaje de células dafiadas en la corteza y el estriado.
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Los resultados se presentan como la media + el error estandar de la media.
***p<0.001; **p<0.01. El numero de animales por grupo fue: SHAM (3), IR (8),

IR+SAC (6).

3. La SAC previene la neurodegeneracion inducida por la IR

La tincion con fluoro-jade B como daino isquémico evidencia a las células que
estan en neurodegeneracion, ya que se ha propuesto que se una a poliaminas
que se expresan en la muerte celular, por lo que se realizé el conteo del
numero de células positivas (verdes) caracterizadas por la emision de
fluorescencia (Figura 8A), esta tincion marca las células que estan en proceso
de neurodegeneracion. Los animales sometidos a IR mostraron un mayor
numero de células positivas en la corteza y el estriado, comparados con el
grupo SHAM; mientras que el tratamiento con SAC previno el aumento del

numero de células positivas inducidos por la IR (Figura 8B).

SHAM
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Figura 8. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el numero de células en
neurodegeneracion inducido por 1 h de isquemia y 48 h de reperfusion (IR). (A)
Imagenes representativas de la tincidon con fluoro-jade B (FJB) de la corteza y el
estriado. Se muestran las células positivas a FJB (flechas). (B) Grafica que muestra
el numero de células en neurodegeneracién en la corteza y el estriado. Los
resultados se presentan como la media % el error estandar de la media. ***p<0.001;
**p<0.01. El numero de animales por grupo fue: SHAM (2), IR (11), IR+SAC (12).

4. La SAC previene el aumento de la necroptosis inducida por la IR

Después de corroborar el efecto protector de la SAC, se cuantificaron el
numero de células positivas a RIP3, para saber si el efecto protector ejercido
por la SAC estaba relacionado con el numero de células que mueren por
necroptosis. Animales sometidos a IR mostraron un mayor porcentaje de
células positivas (color café) a RIP3 comparados con el grupo SHAM en
ambas regiones estudiadas (Figura 9A). El tratamiento con SAC previno el

aumento del porcentaje de RIP3 en la corteza y el estriado (Figura 9B).
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Figura 9. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre los niveles de la proteina RIP3
después de 1 h de isquemia y 48 de reperfusién (IR). (A) Imagenes representativas
de la inmunohistoquimica de RIP3, en la corteza y el estriado. Se muestran las
células positivas en color café (flechas). (B) Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a RIP3 por campo. Los resultados se muestran como la media % el
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error estandar de la media. ***p<0.001; **p<0.01 y *p<0.05. El numero de animales
por grupo fue: SHAM (3), IR (7), IR+SAC (8).

5. La SAC previene el estrés oxidante inducido por la IR

Debido a que se ha relacionado el aumento del estrés oxidante como causa
y resultado de la necroptosis, se cuantificaron dos marcadores de estrés
oxidante: la enzima NOS1, relacionada con la produccion de EROs y el
marcador de dafo oxidante a DNA la 80H-dG. Los animales sometidos a IR
muestran un mayor porcentaje de células positivas (color café) a NOS1 solo
en el estriado. Por otro lado, los animales sometidos a la IR tienen un mayor
porcentaje de células positivas a 80H-dG en la corteza y el estriado
comparados con el grupo SHAM (Figura 10A). El tratamiento con SAC
disminuy6 el porcentaje de células positivas a NOS1 y 8-OHdG en ambas

regiones (Figura 10B).
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Figura 10. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre dos marcadores de estrés oxidante
(NOS1: sintasa de 6xido nitrico y 8-OHdG: 8 hidroxiguanosina) después de 1 h de
isquemia y 48 h de reperfusion (IR). (A) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica contra NOS1 y 8-OHdG en la corteza y el estriado. Se muestran
células positivas en color café (flechas). (B) Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a NOS1 y 8-OHdG por campo en la corteza y el estriado. Los
resultados se presentan como la media * el error estandar de la media. ***p<0.001,
**p<0.01. El nUmero de animales para NOS1 por grupo fue: SHAM (3), IR e IR+SAC
(8); y para 8-OHdG: SHAM (3), IR e IR+SAC (9).

6. La SAC previene la inflamacién inducida por la IR

Ademas del estrés oxidante también se ha relacionado la inflamacion con la
necroptosis y, siendo la inflamaciéon un blanco terapéutico de la SAC, se
cuantific6 p65 como marcador de inflamacion. A continuacion, se muestran
imagenes representativas de la corteza y el estriado mostrando células
positivas a p65 (Figura 11A). Los animales sometidos a IR mostraron mayor
porcentaje de células positivas a p65 en la corteza y el estriado comparados
con el grupo SHAM; el tratamiento con SAC disminuyd parcialmente el

porcentaje de células positivas en ambas regiones (Figura 11B).
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Figura 11. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre los niveles de p65 después de 1 h
de isquemia y 48 de reperfusion (IR). (A) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica hacia p65 en la corteza y el estriado. Se marcan células
positivas en color café (flechas). (B) Grafica que muestra el porcentaje de células
positivas por campo en la corteza y el estriado. Los resultados se presentan como la
media * el error estandar de la media. ***p<0.001; **p<0.01 y *p<0.05 . El nUmero
de animales por grupo fue: SHAM (3), IR e IR+SAC (8).
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VIil. DISCUSION

La EVC de tipo isquémico afecta a una gran parte de la poblacion adulta
(Rivera-Nava et al., 2012) y sus consecuencias van desde la discapacidad
hasta la muerte (Arauz y Ruiz-Franco, 2012). Los riesgos (como obesidad,
diabetes, etc.) asociados a esta enfermedad son actualmente los principales
problemas de salud a nivel mundial (Géngora-Rivera, 2015). Aunque esta
enfermedad se presentaba en personas mayores de 65 afios, en la ultima
década la incidencia de este padecimiento en adultos que tienen entre 20 y
64 afnos ha aumentado un 25%, y se sugiere que este aumento pudiera ser
consecuencia del aumento en los factores de riesgo a edades mas tempranas
(Katan y Luft, 2018; Maaijwee et al., 2014). Tomando en cuenta lo anterior y
ya que se espera que el porcentaje de personas mayores a nivel mundial
aumente, es probable que también aumente el nUmero de personas afectadas

por la EVC de tipo isquémico.

Actualmente, solo existe un tratamiento aprobado por la FDA para la EVC de
tipo isquémico; pero no todas las personas son candidatas para recibir este
tratamiento, debido a los criterios de exclusion y a la limitada ventana
terapéutica de este tratamiento, por lo que solo un 5% de los pacientes que
sufren EVC reciben este tratamiento. Por ello, es importante la busqueda de
otras alternativas terapéuticas que puedan ayudar a los pacientes que han
sufrido una EVC de tipo isquémico. Varias moléculas en estudios preclinicos
han mostrado efectos terapéuticos benéficos; sin embargo, esta eficacia no
se ha alcanzado en estudios clinicos (Roleira et al., 2012). En este sentido, la
busqueda de nuevos tratamientos implica conocer mejor la fisiopatologia de
esta enfermedad a nivel molecular. Se sabe que en la IR se activan varios
mecanismos de dafo que incluyen la excitotoxicidad, el estrés oxidante, la

inflamacion y la muerte celular, como la necroptosis (Jun-Long et al., 2018).

La SAC es un aminoacido organosulfurado que ha mostrado un efecto
protector en varios modelos experimentales, incluyendo la isquemia cerebral,
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dicho efecto se ha atribuido a sus propiedades antioxidantes vy

antiinflamatorias (revisado en Colin-Gonzalez et al., 2012; 2015).

Numagami y colaboradores en 1996 y 2001 llevaron a cabo los primeros
trabajos en los que se habla sobre el efecto protector de la SAC, en el modelo
oclusion de la arteria cerebral media y en la oclusion de la arteria carétida
comun por 1 h'y 3 dias de reperfusién. Ellos probaron tres dosis de SAC 100,
300 y 600 mg/kg, administradas 30 min antes del inicio de la isquemia por via
intraperitoneal. El efecto protector (disminucion del contenido de agua debido

a la isquemia) mas significativo lo observaron con la dosis de 300 mg/kg.

El modelo de oclusion de la arteria cerebral media es diferente al anterior
debido a que el procedimiento sobre la arteria cerebral media es temporal y
se lleva a cabo mediante la introduccién de un filamento de nylon (Morris et
al., 2016). Usando este modelo, los animales fueron administrados con 300
mg/kg de SAC justo antes de iniciar la isquemia, que tuvo una duracién de 2
h, y al inicio de la reperfusién que durd 22 h, observando una disminucién en
el area de infarto y en el dafno sobre los complejos mitocondriales causados
por la IR en el hipocampo (Kim et al., 2006; Atif et al., 2009). Posteriormente,
Ashafaq y colaboradores (2012) modificaron el esquema de administracion,
usando cuatro dosis de SAC de 100 mg/kg por via intraperitoneal antes de la
isquemia (2 h) yalas 0, 6 y 12 h después del inicio de la reperfusion (22 h).
Con este nuevo esquema, la SAC redujo el volumen de la lesion, mejoré el

déficit neuroldgico, disminuy6 el estrés oxidante y la pérdida neuronal.

Como se puede ver en las figuras 5y 7, en el presente trabajo se corroboro
el efecto protector de la SAC, ya que se observd disminucién del déficit motor
y del porcentaje de células con dafio en las regiones de la corteza y el
estriado. La diferencia con los trabajos anteriores fue el esquema de
administraciéon de la SAC, ésta se administré al inicio de la reperfusion y se
dio una segunda dosis 24 h después del inicio de la reperfusion (que durd 48
h). Adicionalmente, se realiz6é la tinciéon de fluoro-jade B (figura 8) como

marcador de dafio isquémico, ya que esta tincidon evidencia a las células que
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estan en neurodegeneracion (Butler et al., 2002). Aunque el mecanismo de
accioén del fluoro-jade B no se conoce con exactitud, se ha propuesto que se
une a poliaminas que se expresan en la muerte celular, como la espermidina,
la putrecina y la cadaverina (Shmued y Hopkins, 2000). Desde que ocurre el
evento isquémico, aumenta el tamafo de la lesion inicial, causando a su vez
que un mayor numero de células entren en neurodegeneracion (Liu et al.,
2009); por lo tanto, células positivas a fluoro-jade B, se pueden observar
desde las 24 h y hasta los 3 dias de reperfusion (Liu et al., 2009). En la
cuantificacion que se realiz6 a las 48 h, se observdo un mayor numero de
células positivas en el grupo IR comparado con el grupo IR+SAC por lo que

el dano en el tejido fue menor debido a la presencia de la SAC (figura 8).

Una vez corroborado el efecto protector de la SAC (figuras 5, 7 y 8) se realizo
la cuantificacidon de las células positivas a la proteina RIP3, en la corteza y el
estriado en la zona de penumbra. Nuestros resultados después de 1 h de
isquemia y 48 h de reperfusion, los niveles de RIP3 estan incrementados en
la corteza y el estriado (figura 9). Dicho aumento fue prevenido por el
tratamiento con SAC en ambas regiones, sugiriendo que parte del efecto
protector de la SAC en la corteza y el estriado podria estar relacionado con la

disminucién de la necroptosis.

La muerte por necroptosis se identificd por primera vez por Degterev et al.
(2005) en el modelo de oclusion de la arteria cerebral media, ya que esta
podia inhibirse con el uso de la necrostatina-1, lo que daba como resultado
una disminucion del area de infarto y prevenia el déficit cognitivo provocado
por la IR. La necroptosis ya se ha reportado después del dafio por isquemia
en otros o6rganos (Zhou y Yuan, 2014) y en otras enfermedades

neurodegenerativas (Chen et al., 2014).

En la isquemia cerebral, la necroptosis se ha logrado observar desde las 6 h
y hasta las 72 h de reperfusion (Dong et al., 2016; Huang et al., 2018). A nivel
molecular la necroptosis depende de la activacion de la proteina RIP3 (Galluzi

et al., 2018) y se ha reportado que la expresion de RIP3 aumenta después de
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la oclusion de la arteria cerebral media, y continua incrementandose hasta las

72 h de reperfusion, en la corteza (Dong et al., 2016).

Ademas de la necrostatina-1, pocas moléculas se han asociado con la
inhibicion de la necroptosis en la isquemia cerebral. Entre ellas esta el
Ponatinib, un inhibidor de la actividad de las cinasas RIP1 y RIP3. Al combinar
esta molécula con un inhibidor de la apoptosis, se disminuyo el area de infarto
causada por la 2 h de isquemia y 24 h de reperfusion en el modelo de oclusién
de la arteria cerebral media. En este estudio la inhibicién de la necroptosis y
la apoptosis se observo por la disminucion de la proteina RIP3 y las caspasas
3 y 8, respectivamente. El mayor efecto se observé cuando se administran

ambos compuestos (Tian et al., 2018).

Por otro lado, la molécula ex527 (un inhibidor de una desacetilasa que regula
la inflamacion, el metabolismo y la muerte neuronal después de la isquemia
cerebral) en combinacion con la necrostatina-1, disminuy6 los niveles de RIP3
y MLKL (moléculas reguladoras de la necroptosis) a las 24 h en la corteza y

el hipocampo, después de una isquemia de 1 h (Nikseresht et al., 2018).

Ademas, el B-cariofileno (que se encuentra en el aceite esencial de varias
plantas y especies) disminuyd el volumen de infarto y mejoré el déficit
neuroldgico, efecto que se atribuyd a que inhibe la inflamacion y la muerte por
necroptosis causadas por la IR en cerebro completo y el hipocampo a las 48

h de la reperfusion (Yang et al., 2017a).

A diferencia de los trabajos anteriores, en los que se ha cuantificado RIP3
después de la isquemia y reperfusién, en el presente trabajo la cuantificacion
de RIP3 se llevd a cabo en el estriado y la corteza, en la zona de penumbra
después de 1 h de isquemia y 48 h de reperfusion (figuras 6 y 9). Sin
tratamiento se esperaria que el area de infarto se extendiera hasta incluir el
area de penumbra. Asimismo, el aumento en el area de infarto se debe, en
parte, a que la necroptosis esta acompanada de la liberacion de DAMPs y
EROs, lo que promueve la inflamacién y el estrés oxidante y, a su vez, la

muerte de las células vecinas por necroptosis (Vandenabeele et al., 2010).
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Como se observa en la figura 9, el tratamiento con la SAC disminuy¢ el
numero de células positivas a RIP3, y por lo tanto el numero de células que
estaban en proceso de muerte por necroptosis. Debido a las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias de la SAC, éstas podrian ser las
responsables del efecto protector observado ya que se cuantificaron

marcadores de estrés oxidante e inflamacion.

Se sabe que el estrés oxidante aumenta como consecuencia de la activacion
de la necroptosis; sin embargo, también puede actuar como un inductor de la
necroptosis (Dhuriya y Sharma, 2018), para evaluar el efecto de la SAC sobre

el estrés oxidante se cuantificaron los marcadores de estrés NOS1 y 8-OHdG.

Durante la IR, el estrés oxidante se eleva por varios mecanismos entre los
que se encuentran la actividad de varias enzimas como las NOS. EI NO
producido por estas enzimas contribuye al dafio neuronal (Samdani et al.,
1997), debido a que reacciona con varias enzimas nitrosilandolas y
modificando su actividad (Bach, 2017). El aumento de NO se puede observar
después de 1 h de isquemia y 24-48 h de reperfusion en la corteza, el estriado,
el hipocampo (Shen et al., 2006), asi como un aumento en la expresion de las
enzimas NOS1 y NOS2 (Corsani et al., 2008; Shen et al., 2006; Zhang et al.,
1994).

Se puede observar en la figura 10, que a las 48 h de reperfusion el numero
de células positivas a NOS1 es mayor en el grupo IR, mientras que el numero
de células positivas disminuyd con el tratamiento de SAC. Este aumento de
NOS1 podria estar relacionado con el aumento de la necroptosis, debido a
que se observd que la NOS1 contribuye a la nitrosilacion de RIP3 y que al
usar un inhibidor de la NOS1 disminuye, tanto la nitrosilaciéon de RIP3, como
el dafo neuronal, debido a la IR (Sahani y Sawa, 2011; Miao et al., 2015).
Este efecto de la nitrosilacion de RIP3 fue observado por Miao y
colaboradores (2015) en cultivos neuronales y en el modelo de oclusion global

transitoria, después de 15 min de isquemia y 3 h de reperfusion.
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Por otro lado, el efecto protector del tratamiento con la SAC observado en la
figura 10 sobre NOS1, podria deberse en parte a la capacidad antioxidante
de la SAC, puesto que ya se ha reportado que la SAC es capaz de inhibir la
produccion de NO en otros modelos de dafio y actuar directamente sobre
niveles de peroxinitrito después de la oclusion de la arteria cerebral media,
que a su vez podria relacionarse con una menor cantidad de RIP3 nitrosilado
y menor numero de células que mueren por necroptosis, tal y como se

observa en la figura 9 (Colin-Gonzalez et al., 2012),

Adicionalmente, el estrés oxidante puede causar la modificacién de los acidos
nucleicos, los acidos grasos y las proteinas (Halliwell y Gutteridge, 2015). La
8-OHdG es un marcador de dafio oxidativo al ADN, después de la IR
(Nakajima et al., 2012). Debido a que la necroptosis depende e induce el
estrés oxidante, se cuantificaron los niveles de 8-OHdG corroborando que la
SAC disminuye el estrés oxidante después de la IR, reflejado en un menor
numero de células positivas a 8-dGOH en la corteza y el estriado, como se
puede observar en la figura 10 (Ashafaq et al., 2012; Atif et al., 2009; Kim et
al., 2006; Numagami et al., 1996; Numagami y Ohnishi, 2001; Shi et al., 2015).

Entre los compuestos con actividad antioxidante que han demostrado reducir
el estrés oxidante y la necroptosis, esta la baicalina, que se usé en un modelo
in vitro de células endoteliales que se sometieron a la privacion de oxigeno y
glucosa, en este experimento se encontréo que este compuesto disminuia el
estrés oxidante y la proporcidn de células que mueren por necroptosis (Luo et
al., 2017).

Del mismo modo el tratamiento con NAD* y NADPH ha mostrado proteger in
ViVO € in vitro contra la isquemia, disminuyendo el estrés oxidante e inhibiendo

la muerte por apoptosis y necroptosis (Huang et al., 2018).

Finalmente, las células que mueren por necrosis y necroptosis liberan su
contenido intracelular, provocando una respuesta inflamatoria, que puede
provocar la muerte por necrosis 0 necroptosis (Kang y Tang, 2016). Se ha

reportado que la inhibicion de la necroptosis puede prevenir o reducir la
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inflamacién en varios modelos experimentales como ocurre en el dafo por IR
(Kang y Tang, 2016). Por ello se midieron los niveles de p65 en el estriado y
la corteza. El tratamiento con SAC disminuyé el incremento inducido por la IR
en los niveles de p65 (figura 11). Ya se ha reportado que la SAC es capaz de
modular la inflamacion a través de la via de NFkB en otros modelos de dafo

(revisado en Colin-Gonzalez et al., 2015).

Se sabe que el factor de transcripcion NFkB regula la inflamacién y después
de la IR aumenta su expresiéon 24 h después del inicio de la reperfusion en la
zona de penumbra y hasta 4 dias después (Gabriel et al., 1999). La proteina
p65 es una subunidad del factor de transcripcion NFKB que esta relacionado
con la expresion de genes inflamatorios (Dhuriya y Sharma, 2018). Puede ser
activado por estimulos proinflamatorios, estrés oxidante e hipoxia (Ridder y
Schwaninger, 2009).

La disminucién de los niveles de NFkB podria justificar el efecto protector de
moléculas como la curcumina después de la IR (Li et al., 2016). También se
ha observado que el tratamiento con sulforofano disminuye la necroptosis a

través de la via NF-kB p65 en la microglia (Qin et al., 2018).

En conjunto nuestros resultados sugieren que el efecto protector de la SAC
en el modelo de IR esta asociado con su capacidad para disminuir los niveles
de RIP3 en el estriado y la corteza, asi como el estrés oxidante y la

inflamacion.

IX. CONCLUSION

La SAC disminuyo los niveles de RIP3 en el estriado y la corteza en el modelo
de oclusion de la arteria cerebral media, sugiriendo que su efecto protector
podria estar relacionado con sus propiedades antioxidantes vy

antiinflamatorias.
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