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1. ABREVIATURAS

AA Acido Araquidonico

ACM Arteria cerebral media

BH4 Tetrahidrobiopterina

BHE Barrera hematoencefélica

CAT Catalasa

COX Ciclooxigenasa

[Ca '] Concentracion intracelular de calcio
[Glu] Concentracion de glutamato
DAB Diaminobencidina

DADS Dialildisulfuro

DAS Dialilsulfuro

DATS Dialiltrisulfuro

DHA Acido docosahexaendico

E Control con EAE

EAE Extracto de ajo envejecido
eNOS Sintasa de Oxido nitrico endotelial
EPOX Epoxigenasa

ERN Especies reactivas de nitrégeno
ERO Especies reactivas de oxigeno
EVC Enfermedad vascular cerebral
FSC Flujo sanguineo cerebral

GABA acido y-aminobutirico

GFAP Proteina fibrilar 4cida glial

GST Glutation-S-transferasa

GPx Glutatiéon peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation

i.p. Intra-peritoneal

ICAM Molécula de adhesion intracelular
4-HHE 4-Hidroxihexanal

4-HNE 4-Hidroxinonenal




8-OHdG
IR+E

L-Arg
LOX
MCP-1
MCPs
MDA
MIP-1a
MPO
NADPH-O
NMDA
NNOS
NO
NOS
02_
ONOO"
PAF
PLA,
SAC
SAMC
SOD
TGF-B
TNF-a
VCAM
VOCC
XO

8-Hidroxideoxiguanisina

Animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 de
reperfusion y tratamiento con EAE

L-arginina

Lipoxigenasa

Proteina quimioatrayente de monocitos-1
Proteinas quimiotacticas monoliticas
Malondialdehido

Proteina inflamatoria de macréfagos
Mieloperoxidasa

NADPH oxidasa

N-metil-D-aspartato

Sintasa de 6xido nitrico neuronal
Oxido nitrico

Sintasa de oxido nitrico

Anion superoéxido

Peroxinitrito

Factor activador de plaquetas
Fosfolipasa A,

S-alilcisteina

S-alilmercaptocisteina

Superoéxido dismutasa

Factor de crecimiento transformante-3
Factor de necrosis tumoral-a

Molécula de adhesion celular vascular
Canales de calcio dependientes de voltaje
Xantina oxidasa




2. RESUMEN

La enfermedad cerebro vascular es la segunda causa de muerte y la primera
de invalidez en México. Cada vez es mas frecuente el ingreso de pacientes
con infarto cerebral isquémico a hospitales. Hasta ahora, no existe un
tratamiento eficaz que revierta las alteraciones morfoldgicas y conductuales
que se inducen en las personas que sufren de un infarto cerebral. Por ello, es
necesario establecer y desarrollar mejores estrategias de prevencion y
tratamiento con el objetivo de minimizar las secuelas y reducir la incidencia.

El infarto cerebral es consecuencia de la reduccion temporal o
permanente del flujo sanguineo. La lesiéon no es homogénea en todo el tejido
cerebral afectado, posee en el nlcleo una zona de necrosis, la cual esta
rodeada por células estructuralmente intactas pero funcionalmente inactivas
que pueden recuperarse con un tratamiento adecuado. La cascada de
eventos que se activan y participan en la induccion de la muerte neuronal
después de un episodio isquémico son principalmente: la excitotoxicidad, el
estrés oxidante, la inflamacion, la sefalizacion intracelular y finalmente la
muerte neuronal.

El estrés oxidante es un evento temprano que inducen la expresion de
multiples factores que desencadenan la respuesta inflamatoria que también
genera un estado oxidante tardio. Por lo que, la administracién al paciente
de un agente que controle o disminuya esta respuesta, podria contribuir a
disminuir el dano cerebral.

En el presente trabajo se evaluo el efecto protector del extracto de ajo
envejecido sobre el dafio que se produce en un modelo de isquemia cerebral
en rata, mostrando que la administracion del extracto de ajo envejecido (1.2
mL/Kg/i.p.) al inicio de la reperfusion disminuyé las alteraciones
conductuales y morfoldgicas en los animales sometidos a 1 h de isquemia y

24 h de reperfusion.




El efecto protector del extracto de ajo envejecido observado, se asocio
con sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias ya que disminuyo los

niveles de 8-hidroxidesoxiguanosina y los de la ciclooxigenasa-2.
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3. INTRODUCCION

3.1. ISQUEMIA CEREBRAL

La enfermedad vascular cerebral (EVC) engloba un grupo de enfermedades
gue causan afecciones de la circulacién cerebral; a su vez, éstas se dividen
en isquémicas o hemorragicas [1,2]. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) la ECV constituye la segunda causa de muerte y la
primera de discapacidad no traumatica en adultos a nivel mundial [3].

El concepto de EVC se refiere a cualquier alteracidn cerebral secundaria
a algun proceso patoldogico de uno o mas vasos sanguineos que ocasiona la
caida del flujo sanguineo por debajo de un nivel critico y puede afectar los
sentidos, el habla, el procesamiento de las ideas, la memoria, causar
paralisis, coma y/o la muerte. Son sindnimos las denominaciones: accidente
vascular cerebral y el término latino “Ictus”, que al igual que su
correspondiente anglosajona “stroke” significa “golpe” 'y describe
perfectamente el caracter brusco y subito del proceso [4].

Segun su presentacién clinica, la EVC puede ser “asintomatica” o
“sintomatica”. Segun su naturaleza, se puede presentar como hemorragica o
como isquémica, en una proporciéon del 16% para la primera y del 84% para
la segunda [5]. La diferencia entre una y otra es la presencia o ausencia de
sangre, respectivamente [6].

La EVC puede ocurrir a cualquier edad y por diversas causas que
incluyen: enfermedades cardiacas, traumas, infecciones, deformaciones
vasculares, desérdenes inmunoldgicos o toxinas exdgenas [7].

En la hemorragica se produce la ruptura de un vaso sanguineo. De

acuerdo al lugar en el que ocurre se denomina:

- Intraparenquimal. Tallo cerebral o en el cerebelo.
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-Subaracnoidea. Sobre la superficie cerebral en el espacio

subaracnoideo.

La causa mas frecuente de ruptura de un vaso sanguineo cerebral es la
presencia de un aneurisma cerebral (dilatacion permanente de una arteria
ocasionada por la debilidad de su pared) [5,8].

Por otra parte, la isquémica puede deberse a una reduccidon de la
presion de perfusidon o ser secundaria a una obstruccién de vasos de pequeiio
o gran calibre. Con base a la localizacidn anatémica y al tamafio preciso de la

lesion que da lugar, se clasifican en:

- Isquemia cerebral global. Involucra al cerebro completo, ocurre
durante un ataque cardiaco o durante una hipotension sistémica severa.

- Isquemia cerebral focal. Afecta regiones restringidas del cerebro y
ocurre en una amplia variedad de cuadros clinicos, pero mas comunmente

como el resultado de ateroesclerosis vascular cerebral [5,8].

La causa de la obstruccién o la disminucion en el flujo sanguineo al
cerebro puede deberse a ateroesclerosis, una trombosis cerebral o una
embolia cerebral [9].

En la mayoria de los casos, los médicos detectan la enfermedad
mediante una exploracién de rutina, a partir de la historia clinica y de los
sintomas que presenta el sujeto. Ocasionalmente, la obstruccion de la arteria
carotida produce un soplo que se puede escuchar colocando un estetoscopio
en el cuello encima de la misma; sin embargo, no siempre se escuchan los
soplos [10].

Otros métodos de diagndstico utilizados son la ultrasonografia Doppler,
la angiografia por resonancia magnética [4] y la ateriografia y angiografia

por sustraccién digital. Hasta ahora el Doppler transcraneal es el Unico
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método para detectar el vasoespasmo asintomatico; sin embargo, el tiempo
gue transcurre entre la deteccidén del vasoespasmo por Doppler transcraneal
y las manifestaciones clinicas es muy corto dejando una ventana terapéutica
reducida [10].

Desde el punto de vista anatomopatoldgico, hay dos tipos de infarto

cerebral:

-Infarto cerebral palido. Generado en la zona distal a una oclusidon
arterial persistente, en la que se observa presencia leucocitaria.
Posteriormente los macréfagos ocupan la zona y los productos necroticos se
eliminan durante meses.

-Infarto cerebral hemorragico. Presenta una importante concentracion
de eritrocitos dentro de la zona infartada. Frecuentemente esta asociado a

un infarto de tipo embdlico [12-14].

Si el cerebro es privado de sangre y oxigeno durante 2 o mas horas, las
células cerebrales mueren y no pueden ser sustituidas. Asi, las partes del
cuerpo que son controladas por el area afectada del cerebro presentan
disfunciones. Esta pérdida de la funcidén, puede ser temporal o permanente
segun la severidad del evento isquémico. Los sintomas de una isquemia
cerebral dependen del lugar en el que se produzca la disminucion del flujo
sanguineo, asi como de la intensidad y la extension de la isquemia [15].

Los principales sintomas que acontecen son:

1. Cefalea intensa y repentina de origen desconocido.

2. Entumecimiento u hormigueo en el brazo, la pierna o el rostro;
generalmente de un lado del cuerpo.

3. Debilidad o paralisis del brazo, la pierna o el rostro; generalmente de un

lado del cuerpo.
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4. Ausencia o irregularidad en la coordinacién de los movimientos
musculares.

5. Privacién total de la vista o vista nublada en uno o ambos ojos.

6. Zumbidos y/o disminucidn de la sensibilidad auditiva.

7. Disfagia, dislexia y/o pérdida o trastorno de la capacidad del habla.

8. Mareo, confusion, desmayo o coma [15].
3.1.1. FISIOPATOLOGIA BASICA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL

Como ya se menciond, la isquemia se caracteriza por la reduccién o el
bloqueo del flujo sanguineo cerebral [16], esto origina una zona de necrosis
rodeada por células estructuralmente intactas y funcionalmente inactivas
(zona de penumbra) que se pueden recuperar espontaneamente o que
pueden progresar a infarto, a menos que se instaure un tratamiento
adecuado [17]. Algunos de los eventos que participan en la induccidn de la
muerte celular son: la excitotoxicidad, el estrés oxidante, la inflamacién,

sefalizacién intracelular, entre otros (Figura 1).

A rd \ Exitotoxicidac
/¥

| / \
m lllll.' .I.IIII
P \ i Inflarmeacidn
3 _.-"' espolarizaciones /
' IIIII S F N at Teel Apoptosis
V —_— o o
Minutos Horas Dias

Tiempo

Figura 1. Cascada isquémica. En el inicio de la isquemia, la exitotoxicidad genera una
serie de eventos que contribuyen a la muerte del tejido con despolarizaciones vy
mecanismos mas retardados como la inflamaciéon y la muerte celular programada [18].
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3.1.1.1 EXCITOTOXICIDAD

Al disminuir el flujo sanguineo cerebral se pierde el gradiente electroquimico
mitocondrial y en consecuencia se bloquea la fosforilacion oxidativa. Todas
las reacciones dependientes de ATP cesan. El fallo de la bomba de Na*/K*
ocasiona una despolarizacidn membranal denominada despolarizacién
andxica [19]. Esta provoca la entrada de Ca?* a través de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, hecho que desencadena la liberacion de
neurotrasmisores excitatorios (glutamato, aspartato, glicina, GABA vy
dopamina) [20-22]. En condiciones normales, los transportadores de
glutamato acarrean el aminoacido excitatorio al interior de la célula pero la
despolarizacion de la membrana, mencionada anteriormente, produce una
reversion de su funcion que causa el aumento de la concentracién de

glutamato extracelular hasta niveles téxicos [23] (Figura 2).
Icrus

LESC

v

Fallo mecanismos Activacidn via anaerdbica
de intercambio idnico ¢
Fallo bomba Na' /K- 1 Acido ldctico
r Despalaizacién w 1 :I |
Inhibicién Ca™/Mg" AT Pasa T[Glu]_ Apertura VOCC Dupldmmtnm de Ca®

{reticulo endopldsmico) desde proteinas intracelulares
| - [Ca- - |

Activacion cnzlmaitlca masiva

v

TNO sintasas T Fosfolipasas T Proteasas T Endonucleasas

Figura 2. Exitotoxicidad. Consecuencias del agotamiento de energia en la fase
hiperaguda de la isquemia cerebral. La disfuncion de las bombas intercambiadoras de
iones, junto con la lactoacidosis originadas por la activacion de la via anaerdbica
determinan la sobre-carga intracelular de Ca?" y la activacién masiva de enzimas
catabdlicas. [Ca®']; = Concentracidon intracelular de Ca®"; [Glu] =Concentracién de
glutamato; FSC = flujo sanguineo cerebral; VOCC = Canales de Ca’" dependientes de
voltaje [24]. ( o 1

{ J
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Por otro lado, la acidosis lactica y la disfuncién del reticulo
endopldsmico también aumentan la concentracion intracelular de Ca®*, como

se menciona a continuacion:

- Acidosis lactica. La imposibilidad de metabolizar glucosa por la via
aerdébica normal, activa su degradacion por via anaerébica; como resultado
se genera acido lactico, lo cual provoca, que el Ca’* se desplace de su unién
a proteinas intracelulares [25].

- Disfuncion del reticulo endoplasmico. La despolarizacion andxica por
acumulacion de K* inhibe la bomba Mg?*/Ca®* del reticulo endopldsmico, lo
cual determina el flujo de Ca?* desde el reticulo endopldsmico hasta el citosol
[25].

Con el aumento en la concentracién intracelular de Ca®* se activan

numerosas enzimas catabdlicas que contribuyen a la muerte celular.

3.1.1.2. ESTRES OXIDANTE

En la isquemia, particularmente durante la reperfusion, se producen especies
reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) que sobrepasan la
capacidad de los sistemas antioxidantes enddgenos como: la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatiéon peroxidasa (GPx), la
glutation reductasa (GR), el glutation (GSH), entre otros (Figura 3). Lo que
provoca alteraciones sobre los lipidos, el ADN y las proteinas que también
contribuyen a la ruptura de la barrera hematoencefdlica (BHE) y a la

propagacion del edema cerebral [26].
3.1.1.2.1. Sintesis de 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza en muchos tipos celulares a partir L-arginina

por una familia de tres isoenzimas denominadas sintasas de NO (NOS):

10

—
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eSintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS)
eSintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS)
eSintasa inducibel de 6xido nitrico (iNOS) [27].

La participacion del NO en la fisiopatologia de la isquemia parece tener
efectos opuestos: mientras que el NO resultante de la actividad de la eNOS
es benéfico por su efecto antiagregante y vasodilatador, el NO producido por
la NNOS y la iNOS es nocivo debido que puede formar ONOO", un agente
oxidante que puede inhibir algunas enzimas, lo que intensificara el dafio
inducido por la excitotoxicidad [27-29].

t pLA
——
Fosfolipidos ” DHA — 4-HHE
- — = 4. HNE MPO
de membrana n\\‘ - AA « HOCI
Acilasas Catalasa
| cp 1
Nucledtidos X0 2 X *HO
de adenina NADPH-O R. Fenton R, Haber-Weiss

"OH

0,

Respiracién mitocondrial

| Desacoplamiento

L-Arg

Z
o
o

Figura 3. Principales vias de formacién de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno. En condiciones fisioldgicas, el anion superodxido (O,’), generado por diferentes
vias enzimaticas, es convertido por la enzima superdxido dismutasa (SOD) a H,0,, el cual
sigue las vias de detoxificacion que se indican. Durante la isquemia se produce un exceso
de O, que reacciona con el 6xido nitrico (NO) generado tras el aumento de la actividad
sintasa de oxido nitrico (NOS), dando lugar al peroxinitrito (ONOO-), el cual es altamente
reactivo. La peroxidacidon no enzimatica de los acidos grasos libres, el dcido araquiddnico
(AA) y acido docosahexaendico (DHA), generan los aldehidos 4-hidroxinonenal (4-HNE) y 4-
hidroxihexanal (4-HHE), respectivamente. Los que también contribuyen a la degradaciéon de
las principales biomoléculas.

L-Arg = L-Arginina; COX = ciclooxigenasa; GPx = glutation peroxidasa; LOX =
Lipoxigenasa; MPO = mieloperoxidasa; NADPH-O = NADPH oxidasa; PLA, = Fosfolipasa A;;
XO = xantina oxidasa [24].

11
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3.1.1.2.2. Produccidén del anién superdéxido

Las fuentes de anién superdxido durante la reperfusion son:

- El desacoplamiento en la sintesis de NO a partir de la L-arginina, en
condiciones de escasez de L-arginina y del cofactor de Ila NOS, la
tetrahidrobiopterina (BH4).

- El metabolismo de acido araquidonico por las enzimas ciclooxigenasa
(COX), lipoxigenasa (LOX) y epoxigenasa (EPOX) [30, 31].

- La degradacion de los nucledtidos de adenina por las enzimas xantina
oxidasa y NADPH oxidasa [32, 25].

- La inhibicion de la respiracion mitocondrial por inhibicion de la enzima

citocromo oxidasa [33].

3.1.1.2.3. Produccién de peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOQ") se genera mediante la reaccién del NO con el anidn
superoxido. Cuando el NO se produce en grandes cantidades, el anidn
superoxido reacciona mas rapidamente con él, que con su enzima
destoxificadora, la superdéxido dismutasa, dando lugar a la formacion de
ONOO'. Este agente oxidante es responsable de los efectos dafiinos del NO
sobre las principales biomoléculas, ya que causa peroxidacién lipidica, dafo a
proteinas por nitraciéon de los residuos de tirosina, oxidacién y nitrosilacidon

de grupos sulfhidricos y ruptura del ADN [34].

12
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3.1.1.3. INFLAMACION

Ante el dafio que genera el proceso isquémico, la inflamacién y la respuesta
inmune se activan como un mecanismo de defensa. Con el aumento de la
concentracion de Ca®* intracelular también se incrementa el estrés oxidante,
esto genera la expresién de numerosos genes proinflamatorios [35-37]. En la
figura 4 se muestran algunas rutas que contribuyen al desarrollo de la
respuesta inflamatoria durante la isquemia cerebral.

Las primeras células inflamatorias que responden al dafio isquémico
son las de la microglia, que normalmente se encuentran en el cerebro sano

en estado ramificado. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, se activan y

Fosfolipidos
de membrana

y trLA
[ I
— AR —— . DHA [.;.MJJ}F‘-J.I.Fl.I.piIJI.J.‘-
I COX LOX
Y Y Y Y Y
Isoprostanos Eicosanoides: Docosanoides Neuroprostanos PAF
- ]’ru-ﬂ.l_g,l.lmhn.l:.
[romboxanos
— Leucotricnos
Activacidn
T Mediadores * células inflamatorias
inflamatorios
] Quimioatraccidn *
Cirokinas: Quimiokinas: TPermeabilidad BHE 5
< 5 Infla j
IL-1,6 ¢ 10 MCP-1 - TInteraccion ] Aramacon

- TGF-p - MIP-1a leucocito-endorelio '

- TNF-a — Fracralkina
* Infiltracion

leucocitaria

T Moléculas de adhesién celular
I
Selectinas:  Immunoglobulinas:  Inregrinas:
PE,L [CAM-1, -2 pl1-3

Figura 4. Rutas que contribuyen al desa}f’gl‘iblde la respuesta inflamatoria durante
la isquemia. La accién conjunta de productos de degradacion de la membrana (parte
superior), la produccion de otros mediadores inflamatorios como las citocinas y las
guimiocinas (parte izquierda), y la expresidon de moléculas de adhesién celular (parte
inferior), contribuyen al deterioro de la barrera hematoencefdlica y a la infiltracion de
leucocitos en el tejido cerebral. AA = acido arquiddnico, COX =ciclooxigenasa, DHA = acido
docosahexaenodico, ICAM = molécula de adhesion intracelular, IL = interleucina, LOX =
lipoxigenasa, MCP-1 =proteina quimioatrayente de monocitos-1, MIP-1a = proteina
inflamatoria de macréfagos; PLA = fosfolipasa A, TGF-p = factor de crecimiento
transformante-p, TNF- o = factor de necrosis tumoral- o, VCAM = molécula de adhesién
celular vascular [24].
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se convierten en células fagociticas con caracteristicas idénticas a las de un
macrofago [38]. Una vez activadas estas células, liberan una gran variedad
de sustancias neurotdxicas: radicales libres, especies reactivas de oxigeno,
aminoacidos excitotdxicos y enzimas proteoliticas activas.

También se sintetizan y liberan al plasma citocinas como el TNF-a
(factor de necrosis tumoral alfa), interleucinas como la IL-1-a, la IL-2, la IL-
6, la IL-10, histamina, trombina, PAF (factor de activador de plaquetas),
MCPs (proteinas quimiotacticas monoliticas), MIP-1 (proteina inflamatoria 1
de macrofagos), etc.

Es importante sefalar que no todos estos factores contribuyen a la
muerte neuronal; algunos de ellos, como la IL-6, IL-10 y TGF- a (Factor de

crecimiento transformante) contribuyen a la supervivencia celular [39-41].

critrocito

P-selectina
in nglﬂ.“
"

Inflamacidn en el ictus

Figura 5. Respuesta inflamatoria. La oclusion de un vaso cerebral desencadena la
activacion de la respuesta inflamatoria en los capilares del tejido isquémico. Las
selectinas promueven los procesos de “rolling” y adhesion de neutrdfilos al endotelio del
microvaso. Se induce la expresién de IL-1 por el endotelio y esto provoca la expresion
de ICAM-1 en la superficie de células endoteliales. Las integrinas de la superficie de los
neutrofilos se unen a las moléculas ICAM-1 y VCAM del endotelio mediante una unién
firme que permitira su infiltracion. Los astrocitos, macréfagos y microglia residente
llevan acabo la destruccién del tejido mediante la expresion y liberacion de moléculas
inductoras de la inflamacion [24].
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Por otra parte, los astrocitos también se activan durante la isquemia
(astrocitos reactivos) y expresan la proteina fibrilar acida glial (GFAP)
exhibiendo el fendomeno denominado gliosis reactiva [42].

Dicho fendmeno se caracteriza por cambios funcionales y estructurales
entre los que destacan un incremento en la expresidon de citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y neuropéptidos que contribuyen aun
mas al dano [42].

Ademas de los eventos ya senalados, ocurre la infiltracion de los
leucocitos en el interior de la parénquemia cerebral, que inicia gracias a una
secuencia de eventos que empiezan con el rolling de los leucocitos en las
células endoteliales activadas de los vasos sanguineos, siguiendo con los
procesos de adherencia y trasmigracion al interior del tejido cerebral. La
infiltracion de células sanguineas obstruye los microvasos y conduce a la

formacion de edema, necrosis celular e infarto tisular [43] (Figura 5)

3.2. BUSQUEDA DE TRATAMIENTOS

La incidencia de la enfermedad provoca un enorme costo social y econémico
en términos de mortalidad, morbilidad y minusvalia; por tal motivo, parece
obligada la busqueda de tratamientos que actlen ya sea en la fase aguda,
con farmacos neuroprotectores; o en la fase crdénica, con farmacos
neuroreparadores. En modelos experimentales han sido evaluados diferentes
compuestos [44,17] que han demostrado un efecto protector,
lamentablemente cuando éstos son evaluados en humanos, no se obtiene el
mismo resultado. Por ello, la busqueda de estrategias que disminuyan las

alteraciones inducidas en el sindrome de la isquemia esta justificada.

15

—
| S—



INTRODUCCION

3.2.1. El ajo

Los beneficios potenciales del ajo (Allium sativum) han sido reconocidos
desde la antigliedad. Se ha utilizado como antimicrobiano, antimicético,
anticancerigeno, antihipertensivo, inmunosupresor, hipoglicémico,
antioxidante, entre otras propiedades [45].

Estudios fitoquimicos demostraron que los dientes de ajo intactos
contienen una alta cantidad de y-glutamilcisteinas que son hidrolizadas y
oxidadas para formar la alina, compuesto mayoritario en los dientes de ajo.
Al momento de cortarlo o triturarlo, la alinasa, una enzima vacuolar,
transforma la alina en alicina, compuesto inestable que se descompone
rapidamente en dialilsulfuro (DAS), dialildisulfuro (DADS), dialiltrisulfuro
(DATS), vinilditiinas y ajoene [46]. También contiene compuestos no
sulfurados como: enzimas, proteinas, aminoacidos, lipidos, esteroides,
glucdsidos esteroidales, vitaminas y trazas de elementos y minerales (tiene
un alto contenido de selenio) [45]. Desafortunadamente, el ajo intacto no
puede ser utilizado como propuesta medicinal debido a la limitada estabilidad
de sus compuestos y a su fuerte olor. Por tal motivo existen diferentes
preparaciones de ajo como: el extracto de ajo envejecido (EAE), el extracto
acuoso de ajo, el aceite de ajo, el polvo de ajo, el jugo de ajo fresco entre
otros; cada una con diferente composicion de compuestos sulfurados y esto

depende de los proceso de obtencién.

3.3.2. El extracto de ajo envejecido (EAE)

El extracto de ajo envejecido se elabora a partir del ajo crudo (Allium
sativum) rebanado, puesto en etanol acuoso al 15-20% por mas de 20
meses a temperatura ambiente. El extracto es filtrado y concentrado a

presién reducida a baja temperatura. Sus componentes mas abundantes
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son: la alina, la y-glutamil-S-alilcisteina, la y-glutamil-L-cisteina, S-alilcisteina
(SAC) y la S-alilmercaptocisteina (SAMC) (Tabla 1); aunque, también
contiene compuestos insolubles [45]. Durante el proceso de envejecimiento,
los compuestos que dan olor al ajo se transforman en compuestos mas

estables y menos téxicos.

Tabla 1. Composicidn quimica del Extracto de ajo envejecido (EAE)

Compuestos mg/g de producto + DE

S-alilcisteina sulféxido (alina) 0.32 + 0.13
Cicloalina 0.34 + 0.08
y-glutamil-S-alilcisteina 0.25 + 0.12
v-glutamil-S-1-propenilcisteina 0.09 + 0.07
S-alilcisteina (SAC) 0.62 + 0.07
S-1-propenilcisteina (SPC) 0.37 + 0.04
S-alilmercaptocisteina (SAMC) 0.14 + 0.03
Cistina 0.01 + 0.01
Acido glutdmico 1.2 +0.2

Arginina 22+11

Los datos se muestra como media + D.E de 6 lotes [46].

Varios estudios han encontrado que el extracto de ajo envejecido
posee propiedades antioxidantes in vitro [Revisado en 47]. Adicionalmente,
diversos estudios han reportado el efecto protector del extracto de ajo
envejecido en diferentes modelos experimentales asociados con el estrés

oxidante, como los que se mencionan a continuacion:

Higado

Wang et al. [48] encontraron que el extracto de ajo envejecido (2 a 10
mL/kg) previene el dafio hepatico inducido por el bromobenceno, debido a
gue incrementa los niveles de glutation. Nakagawa et al. [49] reportaron que

la administracion previa de extracto de ajo envejecido (100 mg/kg), protege
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el higado de ratones contra el dano inducido por el acetaminofen y el
tetracloruro de carbono. El efecto protector lo asociaron con el incremento en
los niveles de glutatién y con la disminucion en los niveles de lipidos

oxidados.

Corazoén

Kojima et al. [50] reportaron que la administracion de extracto de ajo
envejecido (0.05 ml, i.p. seis veces a la semana/40 dias) fue capaz de
reducir la cardiotoxicidad inducida por la doxorubicina en ratones, ya que

previene el dafio oxidante y las alteraciones funcionales del corazon.

RiA6N

El extracto de ajo envejecido atenud el dafio renal medido como
niveles de creatinina y nitrégeno de urea en sangre, asi como las
alteraciones histologicas en las células de tubulo proximal, inducidas por la
gentamicina en ratas. El efecto protector se asocié con la disminucidon del
estrés oxidante medido como niveles de proteinas oxidadas y con la
preservacion de la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido

dismutasa dependiente de manganeso y glutation peroxidasa [51].

Cerebro

Numagami et al. [52] reportaron que la administracién del extracto de
ajo envejecido (0.08-0.5 mL/kg/i.p.) 30 minutos antes de inducir la
isquemia global en ratas, redujo significativamente el dano cerebral, el
edema y el area de infarto; ademas observaron una mejoria sobre la
conducta motora y el deterioro de la memoria. Aguilera et al. [53]
establecieron la ventana terapéutica del extracto de ajo envejecido en
animales sometidos a 2 h de isquemia y 24 h de reperfusion,

administrandolo al inicio de la reperfusion. Encontraron que a tiempos
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mayores de 2 h no se observa efecto protector. Evaluaron la respuesta

inflamatoria y la conducta. Sin embargo, no se encontrdé ningun cambio.

Propiedades anti-inflamatorias del ajo

Las propiedades anti-inflamatorias del ajo han sido poco estudiadas, de
hecho hasta el momento no existen reportes que muestren la actividad anti-
inflamatoria del extracto de ajo envejecido como se ha observado con otras
presentaciones polares de ajo.

Sendl et al. [54] reportaron que un extracto de ajo en
cloroformo/acetona tiene una concentracidon inhibitoria 50 de 0.42 pg/mL
para la ciclooxigensa (COX).

También Sengupta et al. [55] publicaron una significativa reduccién al
evaluar la influencia de un extracto de ajo acuoso sobre la expresion de la
ciclooxigenasa-2, en un modelo de carcinogénesis de colon inducida con

azoximetano en ratas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que el estrés oxidante es un evento importante que participa en la
fisiopatologia de la isquemia cerebral, y a que existe evidencia de que el
tratamiento terapia con antioxidantes disminuye el dafo celular, es posible
que la administracion del extracto de ajo envejecido, una presentacion
disponible de ajo con propiedades antioxidantes, muestre un efecto
neuroprotector sobre las alteraciones morfologicas inducidas en un modelo

de isquemia cerebral en rata.
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5. OBJETIVO

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion del extracto de ajo envejecido sobre el
dano morfolégico, las alteraciones conductuales, el estrés oxidante y la
respuesta inflamatoria que se inducen en un modelo de isquemia cerebral en

rata.

5.2. Objetivos particulares

- Evaluar el efecto del tratamiento con extracto de ajo envejecido sobre el
dafno neuronal y las alteraciones conductuales que se inducen en animales

sometidos a isquemia cerebral.

- Evaluar el efecto del tratamiento con extracto de ajo envejecido sobre el
estrés oxidante que se induce en animales sometidos a isquemia cerebral,

utilizando 8-hidroxideoxiguanosina como marcador.

- Evaluar el efecto del tratamiento con extracto de ajo envejecido sobre los

niveles de la ciclooxigenasa-2 en animales sometidos a isquemia cerebral.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Reactivos

El extracto de ajo envejecido (EAE) en su presentacién comercial de
Kyolic® Liquid fue adquirido Wakunaga of America, Co., Ltd (Misidn Viejo,
CA).

La albumina sérica bovina, el Tritobn X-100, la parafina, la
hematoxilina, el citrato de sodio, las sales para el PBS y la eosina se
obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

El xilol, el alcohol etilico, el peroxido de hidrogeno 30% vy el carbonato
de litio se adquirieron de J. T. Baker.

La diaminobencidina y el Kit para realizar la inmunohistoquimica
(Universal L SAB-System HRP) pertenecen a DAKO.

Los anticuerpos policlonales anti-8-hidroxideoxiguanosina (Num.
Catalogo SA-237) vy anti-Ciclooxigenasa-2 (Num. Catadlogo AB5830) se
obtuvieron de Biomol internacional, Inc y Chemicon Internacional, Inc,

respectivamente.

6.2. Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 270-310 g de peso,
obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. Los animales tuvieron libre acceso al agua y al
alimento (dieta comercial rat chow ad limitum) durante el estudio.

Todos los procedimientos experimentales, estuvieron apegados a los
lineamientos del Comité de Etica del Instituto. Se realizaron todos los

esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales.
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6.3. Disefio experimental

Los animales fueron divididos al azar en 4 grupos (n = 4):

I. Control (CT).

II. Control con extracto de ajo envejecido (E).

III. Sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion (IR)

IV.Sometidos a 1 h de isquemia, 24 h de reperfusidn y tratamiento con

extracto de ajo envejecido (IR+E)

Los animales tratados con extracto de ajo envejecido recibieron una dosis
de 1.2 mL/Kg de peso, intra-peritoneal. mientras que los controles recibieron
solucion salina en la mismas dosis. Los grupos IR e IR+E se sometieron a
isquemia cerebral focal durante 1 h, se les administré soluciéon salina o
extracto de ajo envejecido al inicio de la reperfusidon y se sacrificaron 24 h
después. Se evalud la conducta antes de la reperfusidon y antes del sacrificio.
Las ratas macho se perfundieron via transcardiaca, se removié el cerebro y
se fijd6 en 4-p-formaldehido. Las muestras se incluyeron en parafina, se
cortaron (5 micras) y se montaron en portaobjetos. Los cortes se tifieron con
la tecnica hematoxilina-eosina, para cuantificar el dafio morfoldgico; vy
ademas se aplicaron dos técnicas de inmunohistoquimica: 1) para
determinar la cantidad de la enzima ciclooxigenasa-2 que permite monitorear
la respuesta inflamatoria y 2) para medir los niveles de 8-

hidroxidesoxiguanosina como marcador de dafio oxidante.

6.3.1. Induccidén de la isqguemia cerebral

Los animales anestesiados en una camara de halotano, se sometieron al

procedimiento quirdrgico para inducir el dafio cerebral isquémico, a través de
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la oclusién temporal, por una hora, de la arteria cerebral media, siguiendo la
técnica propuesta por Longa et al. [56]. La localizacidon final del filamento en

la operacidon de los animales se muestra en la figura 6.

6.3.2. Déficit neuroldégico

El déficit neuroldgico se evalud con la determinacién de los cambios en

la actividad motora de las ratas con cinco pruebas [57-59]:

1) Movilidad espontdnea: el roedor se colocé en una superficie plana (1 m?).

Los animales normales inician el movimiento en
un tiempo menor a 10 seq.

2) Reflejo de agarrar: el animal se sostuvo por

la cola y se le aproximé un cable. Los animales
normales se agarran simultdneamente con
ambas patas, los animales con dafio no pueden
agarrarse.

3) Barra horizontal: Con las ratas que fueron

capaces de agarrarse del cable en la prueba
anterior se determind el tiempo que se
mantuvieron colgadas; los animales normales
soportan por lo menos 3 seg.

4) Prueba de colgar por la cola: el animal se

sujetd por la base de la cola y se levanté 30 cm.
Los animales normales extienden las patas

delanteras hacia el frente, los animales danados

flexionan la pata contralateral a la lesion.

Figura 6. Esquema en el que se puede observar la posicién final del filamento de nylon. 1)
Arteria cardtida comun, 2) arteria cardtida interna, 3) arteria occipital, 4) arteria
pterigopalatina, 5) arteria cerebral media 6) arteria cerebral anterior.
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5) Giros contralaterales: las ratas se sostuvieron por la cola y se les

permiti®6 moverse libremente apoyando las patas delanteras, mientras se
observo la direccion del movimiento durante 30 seg. Los animales dafiados

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

A cada prueba realizada se le asignd un valor de 0 si el
comportamiento fue normal y un valor de 1 si la conducta estuvo alterada. El
dafo asociado al area de infarto estd caracterizado por un valor igual o

superior a 2.

6.3.3. Histologia (H&E)

Los cerebros se deshidrataron en una serie de soluciones de alcohol, seguido
de xilol y se embebieron en parafina (inclusiéon). Se obtuvieron cortes
coronales de 5 ym de grosor. Después se tifleron con hematoxilina/eosina
(H&E). La cuantificacién se realizé en el estriado izquierdo (Figura 7, seccién
A), se detectd el niUmero de neuronas preservadas y dafiadas en 5 campos
seleccionados al azar obtenidos de 3 cortes/rata. Los datos se expresan

como el porcentaje de neuronas dafadas por campo.

Figura 7. Corte coronal
cerebral. Indica la zona en la que
se realizé la cuantificacion:
A. Histoldgica.
B. Inmunohistoquimica
(Cox-2 y 8-OHdG)
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6.3.4. Inmunohistoquimica

Los animales se perfundieron via transcardiaca con solucion salina fria,
seguida de formaldehido al 10%. El cerebro se removio, se fijé en p-
formaldehido al 4% por 5 dias, se incluyd en parafina y se obtuvieron cortes
coronales de 5 um. Los cortes se desparafinaron y rehidrataron, se realizé la
recuperacion antigénica con una solucion de citrato de sodio al 3% y Tritén al
0.2%. Después se inhibid la actividad de las peroxidasas con H,0, al 1%, se
bloquearon los tejidos con una solucidon de albimina al 2% y se incubaron
con el anticuerpo primario anti-ciclooxigenasa-2 (COX-2) o anti-8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) diluidos a 1:200 durante toda la noche.
Posteriormente se utilizo el kit universal (anticuerpo secundario, peroxidasa).
Finalmente los cortes se revelaron con diaminobencidina (DAB) y se
contrastaron con hematoxilina de Gill.

La cuantificacion de ambas técnicas de inmunohistoquimica se realizd
en la corteza izquierda (Figura 7, seccion B). Los resultados se expresan

como el % de células inmunoreactivas.

6.4. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + la desviacién estandar analizados
mediante ANOVA, seguido de una prueba de Tukey, empleando el programa
Graph Pad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). Un valor de P<0.05 se

considerd estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Déficit neuroldgico

La isquemia cerebral focal es ocasionada por una irrigacion deficiente de
sangre a una parte del cerebro. En consecuencia, se produce pérdida
neuronal e infarto, que dependen del lugar en el que se produce la
disminucion del flujo sanguineo, asi como de la intensidad y el tiempo de la
isquemia. Los sintomas van desde vision borrosa, mareo, convulsiones y
pérdida de la conciencia. Entre el déficit motor se incluyen: temblores, falta
de coordinacion y pardlisis parcial. También ocasiona disfunciones corticales
como: amnesia, demencia y delirio; asi como, disturbios en el lenguaje. Los
sobrevivientes de un infarto cerebral pueden ser severamente deshabilitados
mental y fisicamente [60].

La oclusion de la arteria cerebral media (ACM) es el modelo méas usado
en animales para inducir isquemia cerebral, debido a que es la forma de
infarto cerebral mas comun (60%) en humanos [61]. La arteria cerebral
media irriga: la porcidon de la corteza motora y sensitiva correspondiente a la
extremidad superior, cara, lengua y parte de la extremidad inferior; el area
de Broca, involucrada en la produccion del habla, el proceso de lenguaje y la
comprension; la corteza prefrontal, encargada de la cognicion; la corteza
auditiva primaria; y la corteza de asociacion principal. Al dividirse da origen a
otras ramas que irrigan: al cuerpo estriado, al brazo posterior de la capsula
interna, al cuerpo del nucleo caudado, a la porcion medial del Talamo, entre
otros sitios [62].

Las pruebas conductuales evaluaron el déficit neurolégico causado por
la oclusion de la arteria cerebral media. Se aplicaron en los animales para
determinar si estos podian ser incluidos o excluidos del experimento,

también para determinar si el tratamiento reducia algunas de las alteraciones
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inducidas por la isquemia sobre la actividad motora. La evaluacion se realiz6
después de la operacion y antes del sacrificio.

Se observé que los animales control y los que recibieron soélo el
extracto de ajo envejecido no presentaron alteraciones conductuales,
mientras que el grupo con oclusion de la arteria cerebral media (IR) mostro
un déficit neurolégico severo causado por los eventos que envuelven la
fisiopatologia de la isquemia (exitotoxicidad, estrés oxidante, inflamacion,
etc.) causando necrosis o infarto en la corteza cerebral y las regiones
motoras. Por otro lado, se observé una disminuciéon significativa (P<<0.001)
en el grupo tratado con extracto de ajo envejecido (IR+E) al compararlo con
el grupo IR. Reportes previos sugieren que el uso de antioxidantes ayuda a
recobrar el déficit neuro-conductual [63,64]; por lo tanto, en nuestro estudio
la disminucion del déficit neuroldgico puede ser atribuida al potencial

antioxidante del extracto de ajo envejecido (Figura 8).
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Figura 8. Evaluacién neuroldgica en los 4 grupos estudiados (CT, control; E, control
con EAE; IR, 1h de isquemia 24 h reperfusion; IR+E, 1 h de isquemia, 24 h de reperfusiéon
mas el tratamiento con EAE). La dosis de EAE fue 1.2 mL/Kg de peso administrado al inicio
de la reperfusion. Los valores se expresan como la media + DE (n=4) ?P<0.001 vs CT y E;
®P>0.01 vs CT, E e IR.
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7.2. Histologia

En la isquemia focal, las células del ndcleo isquémico mueren en pocos
minutos y se forma un area necrotica evidente. Las neuronas de la zona
periférica o de la penumbra isquémica, en cambio, muestran alteraciones de
caracter funcional ya que conservan una minima actividad metabdlica. Esto
hace que preserven su integridad estructural durante mas tiempo y sigan un
patron de muerte por apoptosis [17]. Las caracteristicas béasicas de la
apoptosis son la condensacion de la cromatina, la fragmentacion
internucleosomal del DNA, la perdida del volumen celular, el mantenimiento
de la integridad de la membrana celular hasta fases tardias y la activacion de
las caspasas. El hecho de que este tipo de muerte neuronal sea mas lenta
permite que la ventana terapéutica sea mas amplia, permitiendo que las
células de la penumbra sean susceptibles a ser rescatadas [65].

El proceso de excitotoxicidad parece desencadenar la muerte neuronal
en el centro de la lesion. Las células de esta zona presentan una muerte
celular pocos minutos después de iniciarse la isquemia. Mecanismo de
muerte neuronal denominado necrosis [66].

El conteo de las células neuronales en los cortes cerebrales tefiidos con
hematoxilina-eosina se realiz6é en la zona de penumbra del cuerpo estriado
izquierdo y revel6 que en el cerebro isquémico la mayoria de las células se
observan con picnosis nucleosomatica, kariorexis y edema intersticial en el
neuropilo, lo cual establece un dafio significativo en el estriado (70% de
células dafadas) (Figura 9, grupo IR).

El tratamiento con extracto de ajo envejecido en los animales
sometidos a isquemia y reperfusion disminuyd significativamente el dafo
morfologico a un 40%, la tincibn muestra pocas neuronas alteradas y un
ligero edema intersticial (Figura 9, grupo IR+E). Los animales control (CT) y
los que recibieron extracto de ajo envejecido solo (E) presentaron neuronas

alteradas (30 %) (Figura 9, grupos CT y E).
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Figura 9. Efecto del EAE sobre las alteraciones morfoldgicas inducidas por 1
h de isquemia y 24 h de reperfusion. Panel superior: Fotografia representativa
por microscopia de luz de cada grupo tratado. CT, las células presentan un aspecto
normal; E, pocas células pueden verse alteradas (flecha); IR, la mayoria las
células muestran picnosis nucleosomatica (punta de flecha), kariorexis ( ),
edema interticial en el neuropilo (+ ); IR+E, pocas neuronas estan lesionadas.
Gréfica: los valores se representan como la media + D.E. (n=4) ?P<0.001 vs CT, Ee
IR.
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El efecto del extracto de ajo envejecido sobre el dafio neuronal puede
asociarse con la prevencion del estrés oxidante y la disminucion en la
actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa y glutation
peroxidasa, inducidas por la oclusiéon de la arteria cerebral media, como
observaron Aguilera et al. [44] en animales sometidos a 2 h de isquemia y
24 h de reperfusion. Sin embargo, ellos encontraron que el extracto de ajo
envejecido solo posee efecto protector 2 h después del inicio de la

reperfusion; mientras que en el presente trabajo se observo a las 24 h.

7.3. Tecnicas inmunohistoquimicas

7.3.1. 8-Hidroxideoxiguanosina (8-OHdG)

La muerte neuronal en la isquemia cerebral es el resultado de la
activacion de una serie compleja de eventos. Por ello, muchos esfuerzos se
han realizado para tratar de inhibir algunos de ellos y lograr la proteccion del
tejido . Entre ellos, se han propuesto muchas moléculas neuroprotectoras,
tales como: antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA),
atrapadores de radicales libres, agonistas del receptor GABA (acido y-
aminobutirico) e inhibidores de caspasas, entre otros. Sin embargo, todavia
no se ha logrado encontrar una terapia que sea efectiva [18,67].

En este contexto, el extracto de ajo envejecido es una presentacion
comercial de ajo que se ha estudiado por presentar efectos antioxidantes:
atrapa especies reactivas de oxigeno [68]; disminuye la formacion de H>0»
en células endoteliales, cuando éstas son expuestas a un sistema generador
de O;"; inhibe la producciéon de H,O, en células endoteliales normales y
aumenta los niveles de la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa [69,70].
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Figura 10. Efecto del EAE sobre el nivel de la 8-hidroxidesoxiguanosina
(8-OHdG) en animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de
reperfusion. Panel superior: fotografia representativa de cada grupo con
algunas células positivas para la 8-OHdG (flecha). Grafica: cuantificacion del
namero de células positivas por campo. Los valores se representan como la
media + D.E. (n=4) *P<0.001 vs CT, E e IR+E
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Se evalud el efecto del extracto de ajo envejecido sobre el estrés
oxidante, utilizando como marcador a la 8-OHdG, la cual se forma de la
reaccion entre la guanosina y el radical hidroxilo. La formacién del radical
hidroxilo se da a partir del O, "y del H>,0, en presencia de hierro.

El ensayo mostr6 que las ratas sujetas a isquemia cerebral (IR)
muestran mayores niveles de la 8-OHdG; mientras el tratamiento con
extracto de ajo envejecido en las ratas isquémicas revierte el dafo. Los
animales tratados solo con el extracto de ajo envejecido, mostraron un ligero
incremento en los niveles de 8-OHdG (Figura 10).

El efecto del extracto de ajo envejecido sobre los niveles de la 8-OHdG
podria atribuirse capacidad de atrapar ERO [68] 6 a su actividad quelante, ya
que en ausencia de hierro, la formacion del radical hidroxilo no se llevaria a
cabo 6 se disminuiria.

El efecto antioxidante del extracto de ajo envejecido se debe a su alto
contenido de compuestos sulfurados, los cuales se generan durante el
proceso de envejecimiento. Entre estos se encuentra la S-alilcisteina (SAC),
un antioxidante capaz de atrapar diferentes especies reactivas de oxigeno y
especies reactivas de nitrégeno in vitro [71]. El contenido de SAC en el
extracto de ajo envejecido es alto (0.62 mg/ml de extracto) [72] siendo
suficiente para reducir el dafo inducido por la isquemia y la reperfusion en
gerbos y ratas [64,52]. También se puede deber a su capacidad de prevenir
la disminuciéon de la actividad de la superdxido dismutasa total, la glutation

peroxidasa, la catalasa y la superdoxido dismutasa extracelular [44].

7.3.2. CICLOOXIGENASA-2

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima de velocidad limitada que
metaboliza la conversion de acido araquidonico en prostanglandinas y

tromboxanos. Existen dos isoenzimas: la Ciclooxigenasa-1, expresada
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Figura 11. Efecto del EAE sobre el nivel de la Ciclooxigenasa-2 (Cox-2) en
animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion. Panel superior:
fotografia representativa de cada grupo con algunas células positivas para la COX-2
(flecha). Grafica: cuantificacion del nimero de células positivas por campo. Los valores
se representan como la media + D.E. (h=4) ?P<0.001 vs CT, E e IR+E
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constitutivamente en muchos tejidos incluidas las plaquetas, la mucosa
gastrointestinal y el rindn. La forma inducible, Ciclooxigena-2, se encuentra
primariamente en los leucocitos y el cerebro; inducida por citocinas e
inhibida por glucocorticoides y es un importante mediador del dafio celular
provocado por la inflamaciéon [73].

La isquemia cerebral genera una respuesta inflamatoria que no soélo
participa en el papel central de la patogénesis de la isquemia cerebral; sino
que también induce dafo secundario, asi como activacion de la microglia o la
infiltracién de células inflamatorias periféricas, de ahi que, el tratamiento con
anti-inflamatorios pueda reducir el dafo cerebral isquémico y ayudar a la
recuperacion del tejido dafado [74].

El extracto de ajo envejecido es un agente que posee propiedades
como: antimicrobiano, antimicético, anticancerigeno, antihipertensivo,
inmunosupresor, hipoglicémico, antioxidante, entre otras. Sin embargo,
hasta el momento no existen reportes que demuestren su actividad anti-
inflamatoria.

En el presente estudio se evaluo el efecto del extracto de ajo
envejecido en animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion.
Los grupos CT y E mostraron diferencias significativas al compararlos con el
grupo IR. Se observé una mayor cantidad de la proteina de la Ciclooxigena-2
en el grupo que se sometid a la cirugia (IR), lo cual fue consistente con
estudios previos [74,75] (Figura 11).

El incremento en la cantidad de proteina de la Ciclooxigena-2 se ha
observado tanto en roedores como en humanos, en neuronas, Vvasos
sanguineos y células inflamatorias y se ha propuesto que ese incremento
contribuye al dafio neuronal inducido por la excitotoxicidad y la patogénesis
del oxido nitrico que ocurren durante la isquemia cerebral [75,76].

En el grupo IR+E, la administracion del extracto de ajo envejecido
contrarresto casi completamente la induccién de la Ciclooxigena-2 inducida

por la isquemia cerebral (Figura 11). Como ya se mencion0 en nuestro
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conocimiento no existen reportes relacionados con las propiedades anti-
inflamatorias del extracto de ajo envejecido, Solo se sabe que el compuesto
mayoritario del extracto de ajo envejecido, la S-alilcisteina, inhibe a la
sintasa inducible de oxido nitrico y la subsecuente produccion de oxido nitrico
[77,78]. Por tal motivo, estos resultados podrian indicar que la produccion de
oxido nitrico derivado de la sintasa inducible de oxido nitrico podria estar
contribuyendo a la activacion de la ciclooxigenasa-2 en el cerebro isquémico
[79,80]. Por tanto, la inhibicion de la sintasa inducible de oxido nitrico por la
S-alilcisteina podria ser el mecanismo neuroprotector mediante el cual el
extracto de ajo envejecido provoca la disminucion de los niveles de la
ciclooxigenasa-2.

Otra posibilidad es que la activacion de la ciclooxigenasa-2 se deba al
estado oxidante que se genera tras el proceso de isquemia-reperfusion, y en
tal caso, el efecto que el extracto de ajo envejecido ejerce sobre los niveles
de la ciclooxigenasa-2 podria estar asociados con sus propiedades
antioxidantes ya que previene el estrés oxidante, medido como el dafo al

ADN, que se induce en el modelo de isquemia cerebral.

36

—
| S—



CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES

1. EIl extracto de ajo envejecido, administrado al inicio de la reperfusion,
disminuyd las alteraciones conductuales y morfoldgicas que se inducen

en los animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion.

2. El efecto protector del extracto de ajo envejecido podria estar
asociado con sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, ya
que disminuyo el dafo oxidante al ADN y previno el incremento en los
niveles de la ciclooxigenasa-2 (fuente importante de anion superéxido)

inducidos en un modelo de isquemia cerebral.
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