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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad vascular cerebral constituye la tercera
causa de muerte y la primera de discapacidad en adultos mayores a
nivel mundial. La isquemia cerebral es el tipo mas comun y se debe a
una interrupcion del flujo sanguineo al cerebro, desencadenando una
serie de eventos (excitotoxicidad, estrés oxidante) que llevan a la
muerte neuronal. AlUn no existe un tratamiento efectivo para los
pacientes que han sufrido un infarto cerebral; por ello, es importante
la busqueda de farmacos que mejoren su calidad de vida. En este
contexto se han evaluado varios antioxidantes, entre ellos la S-alil
cisteina (SAC) que es el compuesto mayoritario del extracto de ajo
envejecido y que ha mostrado un efecto protector asociado a su
actividad de antioxidante directo (mecanismo vya evaluado).
Recientemente, se reportdé que la administracion repetida de la SAC
es capaz de inducir el factor de transcripcion Nrf2 y la subsiguiente
activaciéon de enzimas de fase II en higado. Sin embargo, este
mecanismo aun no se ha estudiado en el modelo de isquemia
cerebral. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la SAC sobre las alteraciones conductuales y morfoldgicas inducidas
en un modelo de isquemia cerebral y evaluar el posible papel del
factor Nrf2.

Material y métodos: Ratas macho wistar (280-320 g) divididas en 5
grupos: a) Control (CT), tratadas con SSI; b) Sham; sometidas a
cirugia sin oclusion; c) SAC, tratadas con SAC; d) IR, sometidas a 1 h
de isquemia y 24 h de reperfusion; y e) IR+SAC. La dosis de solucidn
salina o SAC fue 100 mg/kg/ip cada 24 h durante 5 dias previos a la
oclusion.

El déficit neuroldgico se midié justo antes del sacrificio (24 h
después del inicio de la reperfusién) y se obtuvo el cerebro para

medir el area de infarto y realizar el analisis morfolégico. En otro
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grupo de muestras se determind el nivel de ARNm del factor de

transcripcion Nrf2, 3 h después del inicio de la reperfusién.

Resultados: El tratamiento con SAC (100 mg/Kg) previno
significativamente la aparicion del area de infarto, asi como las
alteraciones conductuales e histoldgicas que se inducen con 1 h de
isqguemia y 24 h de reperfusion.

Los animales del grupo IR mostraron un incremento en el nivel
del ARNm del factor Nrf2. Sin embargo, el tratamiento con SAC sola

no incremento el mensajero del Nrf2 a las 3 h de reperfusién.

Conclusion: La SAC previno las alteraciones morfoldgicas, el area de

infarto y el déficit neuroldgico inducido por la isquemia/reperfusion.
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I. ANTECEDENTES

1. Isquemia

La enfermedad vascular cerebral, o ictus, es una alteracion
neuroldgica que se presenta en forma brusca, sin aviso alguno y con
sintomas que pueden durar 24 h o mas. Después de las cardiopatias
y el cancer, los accidentes cerebrovasculares constituyen la tercera
causa de muerte y del 70% de los casos que no son mortales
representan la primera causa de discapacidad en adultos mayores de
65 anos [Candelario-Jalil, 2008; Rang & Dale, 2009]. En México es la
primera causa de incapacidad en adultos y la quinta causa de muerte
[INEGI, 2010].

Un evento vascular cerebral puede ocurrir por [Diez-Tejedor et al.,
2001]: 1) rompimiento de un aneurisma, lo que genera un derrame
cerebral (tipo hemorragico) 6 2) obstruccion de una arteria, lo que
provoca la interrupcién o pérdida repentina del flujo sanguineo
cerebral debido a la formacidon de un coagulo (tipo isquémico) (Figura
1).

ACY HEMORRAGICO  ACY ISQUEMICO

Hemorragia en Obstruccioén en una
un area cerebral arteria del cerebro

Figura 1. Representacion del accidente cerebral vascular (ACV). A) Tipo
hemorragico, presencia de sangre provocada por la ruptura de un aneurisma. B)
Tipo isquémico causado por la oclusién de un vaso, que interrumpe el flujo
sanguineo cerebral.
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El accidente cerebro vascular isquémico tiene una prevalencia del

85%, con respecto al 15% del tipo hemorragico [Rang & Dale, 2009].

La obstruccion del flujo sanguineo cerebral puede suceder de dos

maneras [Torregosa et al., 2007]:

a) Formacion de un trombo: Ocurre cuando una arteria cerebral
se ve obstruida por un codgulo que se forma dentro de la
misma. La ateroesclerosis, es la principal causa debido a la
acumulacién de colesterol y sus ésteres provocando el
estrechamiento de los vasos sanguineos y facilitando la
formacion de los coagulos.

b) Formacién de un émbolo: Tiene lugar cuando una porcién de
coagulo (émbolo), formado en una parte alejada del cerebro,
se desprende y es arrastrado por el flujo sanguineo hasta el
cerebro, donde al llegar a un vaso de menor calibre lo tapa,

cortando el abastecimiento de sangre.
El accidente cerebrovascular puede cursar de dos formas:

> Global: afecta a todo el cerebro, generalmente es secundaria a
un paro cardiaco o a la oclusion de arterias cerebrales intra o
extra craneales. En este tipo de isquemia el dafo es difuso y se
afectan las neuronas que estdan en las regiones mas
susceptibles al dafio como las de la capa CA1 del hipocampo, el
estriado, las capas 3, 5 y 6 de la corteza cerebral y el cerebelo.
La pérdida temporal pero completa del flujo sanguineo que
acompana a un paro cardiaco no debe durar mas de 10 min de
lo contrario el paciente quedaria en estado vegetativo [Alcaraz-
Zubeldia & Rios, 2004].
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> Focal: afecta sdlo a una parte del cerebro, debido a que el flujo
sanguineo solo es interrumpido en un area definida. En la zona
central donde el flujo sanguineo es minimo, las reservas de
energia se agotan y las células de esa regién mueren (area
necrética). Sin embargo, en la zona que rodea al area
necrética, el metabolismo celular se detiene pero la célula se
mantiene viable por el flujo sanguineo colateral, esta zona se
conoce como area de penumbra (Figura 2) [Suresh et al.,
2007]. Las células de esta zona son las que pueden ser
rescatadas con un algun tratamiento para que no progresen a

apoptosis o0 necrosis [Back, 1998; Pulsinelli, 1992].

TEJIDO VIABLE

PENUMBRA

ATP*
ATP
Nicleo
isquémico Ee
NECROSIS
LATP
L PENUMBRA
PENUMBRA

TEJIDO VIABLE
TEJIDO VIABLE

Figura 2. Representacion del dafio cerebral durante la isquemia. Nucleo isquémico,
region donde las células sufren necrosis. La region que rodea el nlcleo isquémico
es llamada penumbra isquémica y es el sitio donde se retrasa la muerte celular por
apoptosis de acuerdo a la disponibilidad de ATP. El tejido que rodea a la zona de
penumbra es tejido viable [Suresh et al., 2007].




1.1 Sintomas

En algunos casos, es posible que una persona ni siquiera se dé
cuenta de que ha tenido un accidente cerebrovascular. Los sintomas
dependeran del area cerebral que se dafie y del tiempo que dure el
accidente cerebrovascular. Los sintomas se pueden presentar de
manera subita y sin aviso, o pueden ocurrir a intervalos durante el
primero y/o segundo dia. Por lo general, son mas graves apenas
sucede el accidente cerebrovascular, pero pueden empeorar
lentamente [Latchaw et al., 2009], entre los principales sintomas se

encuentran:

> Cambio en la lucidez mental (incluyendo coma, somnolencia y
pérdida del conocimiento).

Cambios en la audicidn.

Cambios en el sentido del gusto.

Torpeza.

Confusion o pérdida de memoria.

Dificultad para deglutir.

Mareos o sensacion anormal de movimiento (vértigo).

Falta de control de esfinteres.

Pérdida del equilibrio.

vV V Vv VY ¥V ¥V V V VY

Debilidad muscular en la cara, el brazo o la pierna (por lo

regular s6lo en un lado).

\4

Entumecimiento u hormigueo en un lado del cuerpo.

» Problemas con la vista, incluyendo disminucion de la vision,
vision doble o ceguera total.

> Problemas para hablar o entender lo que otros hablan.

> Problemas para caminar.

Se puede presentar dolor de cabeza, especialmente si el accidente

cerebrovascular es causado por sangrado en el cerebro.

©
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1.2 Fisiopatologia de la isquemia cerebral

El cerebro constituye aproximadamente el 2% del peso
corporal; sin embargo, las neuronas del cerebro humano utilizan el
20% del O, que consume el organismo. Debido a esto, cuando ocurre
un accidente isquémico en el cerebro y no hay aporte de O, (hipoxia)
y sustratos metabodlicos como la glucosa (hipoglucemia), se genera
dafio en las células. No obstante, a pesar de que la restauracion del
flujo sanguineo (reperfusidon) es indispensable para la supervivencia
del tejido isquémico, se ha encontrado que en algunos casos
exacerba el dano [Jefayri et al., 2000; Dalsing et al., 1983]. Esto se
debe a que con la reperfusién, se desencadenan una serie de eventos
qgue terminan en el dafo y la muerte celular (Figura 3), como se

revisara a continuacion [Lakhan et al., 2009].

Infarto cerebral

)

Hipoperfusion cerebral focal

|

Excitutuxicidad Inflamacion

Post-isquemica

Estres mcldante

Disfuncion de la
barrera hematoencéfalica

Muerte
celular
K{ Daiio cerebral

Figura 3. Cascada isquémica que conduce al dafio celular. El infarto isquémico
conduce a una disminuciéon del flujo sanguineo hacia el cerebro, lo que inicia una
serie de eventos: excitotoxicidad, estrés oxidante, dafio microvascular, disfuncion
de la barrera hematoencefalica e inflamacién; conduciendo finalmente a la muerte
de neuronas, glia y células endoteliales. El grado y duracién de la isquemia
determinaran la extension del dafio cerebral [Lakhan et al., 2009].

DEIFID microvascular
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El dafo cerebral es el resultado de una secuencia compleja de
eventos que se desarrollan a lo largo del tiempo y el espacio. Dentro

de estos se encuentran [Rang & Dale, 2009; Margaill et al., 2005]:

a) Disminucidn de la fosforilacion oxidativa y por consiguiente una
disminucién en la produccion de ATP debido a la ausencia de
02, que es el aceptor final de electrones. Esto ocasiona una
pérdida de la actividad eléctrica neuronal como resultado de la
alteraciéon en los procesos dependientes de ATP.

b) Activacién de los canales de Ca®" dependientes de voltaje, lo
que incrementa la concentracidén de Ca®* intracelular.

c) Liberacion masiva de aminoacidos excitadores (glutamato,
aspartato, glicina, y-aminobutirico y dopamina) y su
acumulacién en el espacio extracelular (excitotoxicidad).

d) Inhibicion de la sintesis de proteinas.

e) Generacidon de especies reactivas de O, (ERO) y N> (ERN), por
activacion de ciertas enzimas como: xantina oxidasa, ciclo-
oxigenasa-2, NADPH oxidasa y sintasa de 6xido nitrico (SON).

f) Reaccién inflamatoria.

g) Apoptosis.

2. EXCITOTOXICIDAD

A pesar de ser un neurotransmisor, el glutamato, puede ser téxico
para las neuronas. La excitotoxicidad juega un papel muy importante
en la isquemia cerebral y en las enfermedades neurodegenerativas
como Parkinson, Huntington o Alzheimer [Rang & Dale, 2009]. En
estas enfermedades se libera una cantidad excesiva de glutamato
que sobreactiva a los receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA),
o—amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolpropionato (AMPA) y

metabotrépicos. La activacion de los receptores AMPA despolariza a la

—
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célula, lo que provoca que el id6n Mg®* que bloquea a los canales
NMDA sea removido y se permita la entrada de Ca’* (Figura 4). La
despolarizacién también abre canales de Ca®* dependientes de voltaje
lo que libera mas glutamato e inhibe su captacion incrementando su
concentracion extracelular. Los mecanismos que normalmente
contrarrestan la elevacion de la concentracién de Ca®* son la bomba
de Ca’*, y de forma indirecta, la bomba de Na*. Las mitocondrias vy el
reticulo endopldsmico actian como grandes sumideros para el Ca%*y
en condiciones normales, mantienen controlada su concentracion
intracelular. La carga de depdsitos mitocondriales mas alla de un
punto, altera la funciédn mitocondrial reduciendo la sintesis de ATP.
Ademas, en estas condiciones los niveles de ERO y radicales libres
aumentan [Rang & Dale, 2009].

Glutamato

) Poliamina Canal de calcio Glicina

Terminal
B) axonico

. N a
Bloqueo por . ﬂ
"‘39"”"’ Receplor
Receptor AMPA
NMDA -
N /,,
\\\\ < ’/f ’
~S -
Espina dendritica ) / /

| (neurona postsinaptica) /| | \ {

Figura 4. Receptor NMDA. A) Bajo el potencial de reposo de la membrana, el
receptor NMDA se encuentra inactivo, debido al bloqueo dependiente de voltaje del
canal por el Mg?*. B) La despolarizacion de la neurona por accién del glutamato y a
través de los receptores de AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
propionico) elimina este bloqueo [Tanovic'c &  Alfaro, 2006].

>




La elevacion de la concentracion de Ca®*, afecta muchos procesos
que favorecen la neurotoxicidad [Tanovic c & Alfaro, 2006] entre
ellos:

> Aumenta la liberacién de glutamato

> Activa proteasas (caspasas) y lipasas, que lesionan la

membrana.

> Activa la SON: mientras las concentraciones de o6xido nitrico

(*ON) se mantengan bajas hay un efecto neuroprotector pero,
en presencia de 0, y un incremento en su concentracion
puede formar peroxinitrito (ONOO’) que al descomponerse
genera radical hidroxilo (OH®*) que tiene la capacidad de alterar
proteinas, lipidos y ADN.

> Aumenta la liberacion de acido araquidénico, con la

consecuente elevacion de ERO e inhibe la captacién de

glutamato.

3. Estrés oxidante y nitrante

El organismo mantiene un balance de 6xido-reduccion constante,
conservando el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes
generados del metabolismo celular y los sistemas de defensa
antioxidante. La pérdida de este balance redox lleva a un estado de
estrés oxidante y nitrante el cual se caracteriza por un aumento en
los niveles de radicales libres y especies reactivas [Beckman & Ames,
1998; Ghadge et al., 1997]; que si no es compensado por los
sistemas de defensa antioxidante causan dafo y muerte celular
[Halliwell & Gutteridge, 1999]

Varios reportes indican que el estrés oxidante y nitrante juegan un
papel muy importante en el dafo y/o la muerte celular causado por el

infarto cerebral isquémico. Esto se debe principalmente a que el

©

[ )



cerebro comparado con otros érganos es mas susceptible al estrés
debido a que: 1) es rico en lipidos con acidos grasos insaturados, los
cuales son blanco de las ERO y las ERN; 2) las células cerebrales
utilizan el 20% del O, consumido por el cuerpo, lo que genera una
mayor cantidad de ERO y ERN; y 3) en varias regiones hay
concentraciones elevadas de hierro que pueden catalizar la formacién

de radicales libres [Sayre et al., 2008].

La isquemia cerebral, pero sobre todo la reperfusién, son
responsables del estrés oxidante y nitrante debido a la generacién
masiva de radicales libres [Nita et al., 2001], lo que provoca daho y/o

muerte neuronal [Lewen et al., 2000; Chan, 2001].

Las especies oxidantes y nitrantes generan dafio estructural en la
célula, al alterar diferentes biomoléculas por ejemplo: 1) mediante la
oxidacién de bases nitrogenadas; 2) por la oxidacién o nitracion de
proteinas; y 3) por la peroxidacion de lipidos, un mecanismo
autocatalitico que conduce a la destruccion oxidativa de las
membranas celulares resultando en la liberacion de metabolitos
reactivos y téxicos como el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal
[Chirino et al., 2006].

3.1 EROYyYERN

El O, es indispensable para la vida, pero en grandes cantidades
puede resultar dafino [Chavko et al., 2003]; pues al reducirse
también existe en forma de especies radicales y no radicales, los
cuales reciben el nombre de ERO y pueden causar dafio a la célula,
ya que son moléculas quimicamente reactivas (Figura 5) [Fridovich,
1999; Betteridge, 2000].

©
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Citu_l:rumu
A) O+ 4H* oxidasa 2H,0
- T+ + -4+ + N
B) 0, — » 0, 22N 0, ML o 1M HLo

Figura 5. A). Reduccion tetravalente del O,. B) Reduccion univalente del O,.

Las ERO son generalmente moléculas de bajo peso molecular.
Erroneamente se usan los términos ERO y radical libre de forma
indistinta; sin embargo, la definicion de radical libre abarca aquellas
moléculas que son capaces de existir con uno o mas electrones
desapareados en su ultimo nivel de energia. De esta forma no todas
las ERO son radicales libres, pues el peréxido de hidrogeno (H.0,) no
tiene electrones desapareados aunque si es altamente reactivo
[Nordberg & Arner, 2001].

Las especies reactivas y los radicales libres pueden derivar no
sOlo del O, sino también de otras moléculas quimicas. Desde el punto
de vista bioldgico, las mas importantes son las derivadas del O, y del
N>, como el *ON o el ONOO’, que de igual manera pueden ser
radicales y no radicales y también se generan de forma constitutiva
dentro de la célula como parte del metabolismo (Figura 6) [Turrens,
2003].

Los radicales libres al reaccionar con otra molécula se reducen
ganando estabilidad y desestabilizando a moléculas vecinas que a su
vez desestabilizan a otras haciendo una reaccidén en cadena [Phillis,
1994].
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H:0. H.0
Hoot | QL1 0 |4 o
Acido D_xigenln
hipocloroso singulete

e H*

05 0, Fe* Fe'
0. g_, 07 IL H202 _\;2. oHe® §_> H,0
S00 Radica

Oxigeno
. N Peroxido de
Radn:ql anion hidrogeno H, hidréxilo
superoxido

]

Radical didxido
de nitrdgeno

*ON - | ONOO™ II » HONO, I
Oxido Anién Acido
nitrico peroxinitrito peroxinitroso

Figura 6. Principales especies radicales y no radicales generadas en las células
[Castillo et al., 2001].

3.1.1 Principales ERO y ERN

Las especies reactivas que son particularmente responsables del
estrés oxidante incluyen el 0,°*", el OH®, el H,0;, el *ON y el ONOO".

a) Anion superoxido (0>°7). Es una especie poco reactiva que se
forma cuando un electron reduce al O,. Por si sola no puede
combinarse con biomoléculas, pero es toxica porque puede
atacar el sitio activo de enzimas con centro Fe-S, inactivandolas
y liberando Fe®* el cual se requiere para catalizar la formacién
de OH® en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Figura 7)

[revisado en Benov, 2001].
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Fe3* + 03—l Fe?* + O,

A) FEH + HQOQ —_— FES-I- + OH + OHO

B} Oz._ + H202 —ge OH- + OH® + 02

Figura 7. A) Reaccidn de Fenton. B) Reaccién de Haber-Weiss.

Ademas, puede reaccionar rapidamente con *ON, generando un

radical altamente téxico, el ONOO™ (Reaccion 1).

*ON + 02 —»  ONOO- (Reaccién-1)

La enzima superéxido dismutasa (SOD) convierte el 0O,* en H,0;
(Reaccién 2) [revisado en Benov, 2001; Turrens, 2003; Gutteridge,
1994].

SOD
20" + 2HY ——  H0, + 0, (Reaccién-2)

b) Peroxido de hidrogeno (H,0,). La mayor parte proviene de
la dismutacion del O,*" (reaccién 2). También se genera durante
la B-oxidacién que se lleva a cabo en los peroxisomas y de
algunas oxidasas (xantina oxidasa, oxidasa de aminoacidos,
entre otras). Es capaz de difundir y atravesar las membranas
hacia el espacio extracelular y puede dar lugar a la formacion
del OH*® al reaccionar con el 0, en la reaccidon de Haber-Weiss

[Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2005]

c) Radical hidréxilo (OH®). Se forma a partir del O,* y del H,0;
en presencia de hierro, a través de la reaccién de Fenton y de
Haber-Weiss, respectivamente (Figura 7). Es la principal ERO
que ocasiona dafo celular al ser altamente reactiva vy

reaccionar con casi todas las biomoléculas (lipidos, proteinas,
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4.

acidos nucleicos y carbohidratos), provocando una reaccion en

cadena [Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2005].

d) Oxido nitrico (*ON). Sintetizado por la SON, es un radical
débil pero es el precursor de otras ERN como el ONOOQO’, el acido
peroxinitroso (HONO;) y el didéxido de nitrogeno (NO,), las

cuales si son muy reactivas [Cassina & Radi, 1996].

e) Peroxinitrito (ONOO"). Se genera de la reaccion entre los
radicales *ON y 0,*" (reaccién 1). No es un radical pero si es
altamente téxico ya que modifica a las biomoléculas por

oxidaciéon o nitracion [Cassina & Radi, 1996].

3.1.2 Principales fuentes de especies reactivas

Las ERO y ERN se generan en el organismo durante la
respiracion celular, por varios sistemas enzimaticos y en el
metabolismo enddégeno tal como: reduccion univalente del O,
reacciones de o6xido-reduccion, fagocitosis, cadena de transporte
de electrones mitocondrial, autooxidacion de catecolaminas,
sintesis de prostaglandinas, oxidacién de la xantina e hipoxantina
por la xantina oxidasa, complejo enzimatico NADPH oxidasa y
metabolismo de la SON [Klein & Ackerman, 2003; Halliwell &
Gutteridge, 1999].

Sistemas de defensa antioxidante

Halliwell y Gutteridge [1999] definieron un antioxidante como:

una sustancia que cuando esta en bajas concentraciones comparado

con algun sustrato oxidable previene la oxidacion del sustrato. El

>
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termino sustrato oxidable incluye todo tipo de moléculas encontradas
in vivo. Los sistemas de defensa antioxidante celulares pueden ser

clasificados en dos grupos, enzimaticos y no enzimaticos.

4.1 Antioxidantes enzimaticos

Durante el estrés oxidante la rapida sobreproduccion de radicales
libres y especies reactivas rebasa la respuesta antioxidante del
organismo, que cuenta con enzimas antioxidantes y de detoxificacion

como son:

> Superoxido dismutasa (SOD). Es un grupo de
metaloenzimas presentes con frecuencia en los organismos
aerobios Yy anaerobios facultativos. La SOD cataliza la
dismutacion del O,* para formar H,O, (Reaccién 2), el cual es
eliminado por la catalasa y la glutation peroxidasa. En humanos
existen tres isoformas: citosolica, mitocondrial y extracelular.
La isoforma citosdlica tiene en su grupo prostético Cu y Zn
unidos por un residuo de histidina (CuzZnSOD). La isoforma
mitocondrial, contienen en su grupo prostético Mn (MnSOD) y
se encuentra protegiendo a las proteinas de membrana y al
ADN mitocondrial del O,* generado en la cadena respiratoria.
La isoforma extracelular (EC-SOD) es una glicoproteina de
secrecién la cual también tiene Cu y Zn en su centro activo. Se
ubica en el espacio intersticial, asi como en fluidos
extracelulares como el plasma y la linfa [Mates & Sanchez-
Jiménez, 1999].

» Catalasa (CAT). Es una enzima ampliamente distribuida en el
organismo, que contiene en su centro activo un grupo hemo y
NADPH. En la célula se localiza en el citosol, la mitocondria y en

organelos subcelulares como los peroxisomas. Dependiendo de
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la cantidad de H;0, que se genere, tiene dos actividades
enzimaticas. Cuando hay altas concentraciones de H,0, lo
descompone para formar O, y H>O, mientras que si hay bajas
concentraciones reacciona con donadores de hidrogeno como
metanol, etanol o formol y los oxida para remover peroxidos de
forma similar a las peroxidasas [Matés & Sanchez-Jiménez,
1999].

> Glutation Peroxidasa (GPx). Contiene un residuo de
selenocisteina en cada una de sus cuatro subunidades
idénticas, que es esencial para la actividad enzimatica. Cataliza
la reduccion del H,O, o de lipoperdxidos utilizando glutation
reducido (GSH). Existen cinco isoformas en mamiferos: la GPx
citosodlica, la GPx mitocondrial (cGPx o GPx1), la GPx plasmatica
o extracelular (GPxp), la GPx gastrointestinal (GPxgi), la GPx de
fosfolipidos (GPxpl) y la mas reciente la GPx expresada en el
epididimo (GPx5) [Whitin et al., 1998; Sies et al., 1997].

4.2 Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes de tipo no enzimatico pueden dividirse en:

> Endoégenos: los que se sintetizan en el organismo (GSH,
bilirrubina y acido urico) [Franco & Cidlowski, 2009]

> Exoégenos: los adquiridos en la dieta, sobre todo de frutas vy
verduras (vitaminas C, E y los carotenos) [Sies, 1999; Chan,
2001].

También se pueden clasificar de acuerdo a su solubilidad

en:

17

—
| —



> Hidrosolubles. Como la vitamina C o el acido ascorbico, que
se localiza tanto en citosol como en espacio extracelular; el
glutation reducido (GSH), que es el tripéptido y-L-glutamil-L-
cistein-glicina y el acido Urico que es el producto final del
metabolismo de las purinas.

> Liposolubles. Como la vitamina E y los carotenos, que se
encuentran en las membranas bioldgicas y la bilirrubina que se

genera de la degradacion del grupo hemo en mamiferos.

5. Extracto de ajo envejecido

El ajo (Allium sativum), originario de Asia central, se ha utilizado
desde la antigliedad por sus multiples propiedades medicinales
[Lépez, 2007].

El efecto protector del ajo en varios modelos ha sido asociado a su
potente accidn antioxidante, a su capacidad para estimular respuesta
inmunoldgica y a su modulacién en la sintesis de prostanoides
[Borek, 2001]

Existen en el mercado algunos productos disponibles de ajo, como
el extracto de ajo envejecido, el cual es resultado de la prolongada
extraccion del ajo fresco a temperatura ambiente. El proceso de
envejecimiento modifica, mediante reacciones quimicas naturales y
enzimaticas, los compuestos irritantes del ajo [revisado en Herrera-
Mundo et al., 2009]. El principal cambio durante el proceso de
envejecimiento es la completa hidrdlisis de la y-glutamil cisteina a S-
alil cisteina (SAC) y S-1-propenil cisteina (Figura 8). El contenido de
SAC es altamente estable manteniéndose después de tres meses en
el extracto de ajo envejecido, mientras que el contenido de S-1-

propenilcisteina empieza a disminuir.

©
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Y-glutamil-S-alil cisteina
Y-glutamil-S-propenil cisteina

Envejecimiento

Transpeptidasas

\
S-alil cisteina (SAC)
S-1-propenil cisteina

Figura 8. Hidrolisis que ocurre durante el proceso de envejecimiento en el extracto
de ajo envejecido por accién de las transpeptidasas, y que da lugar al producto
mayoritario, la SAC.

De las presentaciones del ajo, el EAE es en la Unica que se ha
demostrado su actividad biolégica tanto en humanos [Yeh & Liu,

2001] como en ratas [Numagami et al., 1996].

5.1 S-alil cisteina (SAC)

La SAC es el compuesto organosulfurado mayoritario del

extracto de ajo envejecido.

Se forma por el catabolismo de la y-glutamil-S-alil cisteina
mediante la enzima y-glutamiltransferasa (Figura 9A) [Kodera et al.,
2002]; aunque también puede ser obtenida por sintesis quimica
(Figura 9B) [Nagae et al., 1994; Maldonado et al., 2003].

La SAC es un compuesto que por sus propiedades
fisicoquimicas es muy estable, ya que en solucién acuosa permanece
como tal alrededor de 2 afios. Tiene un punto de fusién de 223.3-
223.7°C, es un polvo blanco cristalino con olor caracteristico, no

higroscdpico. Se absorbe en el tracto gastrointestinal después de su
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administracién oral y se distribuye principalmente en el plasma, el
higado y el rindn [Chang-Kai & Fan-Dian, 2005; Nagae et al., 1994].

A) o
Il

NH, NH
HN/\/\I/ 7 - glutamiltransferasa 5\)\2
COOH
4;\./\)\ NS cooH

COOH

v -glutamil-5-alil cisteina S-alil cisteina
B) o etanol NH,
3 H0 //\\/,S\)\
="gr + Hs OH e 7 COCH
NH,
Bromuro de alilo L-cisteina S-alil cisteina (SAC)

Figura 9. A) En el ajo la y-glutamil-S-alil cisteina es convertida a S-alil cisteina
(SAC) por la y-glutamiltransferasa [Modificado de Herrera-Mundo, et al., 2009]. B)
Sintesis quimica para la obtencion de la SAC [Nagae et al., 1994; Maldonado et al.,
2003].

La SAC es 30 veces menos tdoxica que otros compuestos del ajo
como la alicina, el dialildisulfuro o el dialiltrisulfuro. La dosis letal 50
(DLso) de la SAC por via oral en ratas machos es de 10.9 g/Kg y en
hembras es de 9.5 g/Kg [revisado en Herrera-Mundo et al., 2009],
mientras que por via intraperitoneal es de 3.34 g/Kg tanto en
hembras como en machos. Después de la administracion oral de SAC
se observa una alta biodisponibilidad tanto en ratas como en
humanos [Kodera et al., 2002].

Nagae y colaboradores [1994], encontraron en ratas que la SAC
se excreta en la orina como N-acetil-SAC (aproximadamente del 30 al

50% de la dosis) y menos del 1% como SAC.

Se ha reportado que la SAC es uno de los compuestos
biolégicamente activos del ajo ya que ha mostrado ser un potente

antioxidante en modelos donde el estrés oxidante juega un papel

>
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muy importante, incluyendo 6rganos como cerebro, corazén, higado,
rindn [revisado en Herrera-Mundo et al., 2009]. Recientemente, se
ha estudiado su capacidad para atrapar diferentes especies radicales
y oxidantes [Medina-Campos et al., 2007], reportada como
concentracion inhibitoria media (CIsg), que es la concentracién a la
cual la SAC es capaz de atrapar el 50% de la especie o el radical libre

producida(o) en un ensayo especifico (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién inhibitoria media (CIss) de la SAC respecto a los
compuestos de referencia [Modificado de Medina-Campos et al., 2007].

>

CIso (mM)
Compuesto de CIso (mM)
ERO compuesto de
referencia . SAC
referencia
(o 7% N-acetil cisteina 3.39 14.49
H,0> Piruvato 2.83 68
OH’ Dimetil tiourea 0.47 0.68
HOCI Acido lipoico 2.29 2.86
ONOO" Penicilamina 0.03 0.08

En cerebro se ha reportado que la SAC previene la formacion del
edema en animales isquémicos debido a que inhibe la peroxidacion
lipidica y la produccién de radicales libres [Numagami et al., 1996;
Numagami & Ohnishi, 2001]. Apoyando estos resultados, el
tratamiento con SAC restaurd el nivel de ATP, el glutation reducido
(GSH), la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la actividad de los
complejos respiratorios mitocondriales en un modelo de isquemia
cerebral. Ademas, disminuyd la lipoperoxidacion, la carbonilacion de
proteinas y el contenido de H;0;; y mejord significativamente el
déficit neuroldgico, previno la formacion de edema y el area de
infarto cerebral [Atif et al., 2009]

Recientemente, se reporté que la SAC es capaz de inducir el factor

de transcripcién Nrf2 y la subsiguiente induccion de las enzimas de
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fase II en el higado, confiriendo un estado de proteccion en un
modelo de toxicidad inducido por dicromato de potasio (K>Cr,07) en
hepatocitos de rata [Kalayarasan et al., 2008]. Sin embargo, este

mecanismo no se ha explorado en cerebro.

6. Factor de transcripcion Nrf2 (factor relacionado al factor

nuclear erotroide-2)

Pertenece a una familia de proteinas bdasicas con un cierre de
leucinas caracteristico en la regién C-terminal. El Nrf2 en condiciones
normales estd unido a la proteina Keapl (proteina 1 asociada-ECH
Kelch-like) en citoplasma, cuando las células son expuestas a estrés
oxidante, el Nrf2 se disocia de Keapl y se transloca al nucleo
uniéndose al elemento de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas
en inglés) (Figura 10), activando la expresién de genes de varias
enzimas citoprotectoras conocidas como enzimas de fase II. Estas
incluyen a: la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
NAD(P)H:quinona oxidoreductasa 1 (NQO1), la y-glutamil cistein
ligasa (GCL), la glutation reductasa (GR), la glutation peroxidasa
(GPx), la glutatiton-S-tansferasa (GST), la hemooxigenasa 1 (HO-1),
la tioredoxina, entre otras, las cuales contrarrestan el dafno inducido
por el estrés oxidante [Lakhan et al., 2009; Surh et al., 2008] al
participar como captadores, detoxificadores de xenobidticos vy

manteniendo el potencial redox [Nguyen et al., 2009].

©
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ACCIDENTE
CEREBROVASCULAR

4

Estrés oxidante ﬁ Keapl ( Nrf2
Figura 10. Respuesta antioxidante del

- . Keapl factor Nrf2 en un accidente isquémico.
/ \ Nrf2 es el principal factor de

— transcripciéon que regula el elemento

Nodeo QLIS de respuesta antioxidante (ARE)

— ARE —— mediante la expresion de enzimas de

N — fase II o de detoxificacién. [Lakhan et
al., 2009].

Varios estudios han demostrado que la activacion del factor Nrf2
es neuroprotectora en modelos in vitro de excitotoxicidad mediada
por glutamato, estrés oxidante y sobreproduccién de Ca®* [Johnson et
al., 2008].

La administracion del bien caracterizado inductor del factor Nrf2, la
ter-butil hidroquinona (tBHQ), un metabolito hidroxianisol butilado
ampliamente utilizado como antioxidante alimenticio, mostré una
mejoria significativa en el dafio motor y en la histologia en dos
modelos de isquemia/reperfusion en ratas y ratones [Shih et al.,
2005]. En este trabajo la induccion del factor Nrf2 antes del accidente
cerebrovascular logré salvar el area de penumbra pero no el nucleo
isqguémico. El tratamiento profildctico mejord la recuperacion
funcional después de un mes de reperfusion, sugiriendo que la
activaciéon previa del factor Nrf2 puede reducir la muerte de células
neuronales mediante el retraso de la apoptosis y la inflamacién que

se induce después de la isquemia cerebral [Lakhan et al., 2009].

Por otro lado, ratones deficientes en la expresién de Nrf2 son
significativamente mas propensos al dafio cerebral isquémico y al
déficit neuroldgico, comparado con los ratones silvestres debido a la
falla en la induccion de las enzimas de fase II [Shih et al., 2005].

Por otra parte, un amplio nimero de moléculas naturales y

sintéticas han mostrado ser potentes inductores del factor Nrf2 (Tabla

23

—
| —



©

2). Las de origen natural se encuentran de forma abundante en

vegetales cruciferos, frutas, granos, especias, entre otros.

Tabla 2. Inductores del factor de transcripcion Nrf2.

Molécula

Sulforafano

Ciurcumina

Galato de
epigalocatequina
Dialil disulfuro
Dialil trisulfuro

S-alil cisteina

Resveratrol

Capsaicina

Piperina

Carnosol

Presente en:

Broécoli

Turmeérico

Té verde

Ajo
Ajo
Extracto de ajo
envejecido

Uva

Chile
Pimienta

Romero

Referencia
Hong et al., 2005;
Thimmulappa et al., 2002.
Balogun et al., 2003;
Garg et al., 2008
Wu et al., 2006;
Na et al., 2008.
Gong et al., 2004.
Chen et al., 2004.
Kalayarasan et al., 2008.

Chen et al., 2005;
Kode et al., 2008.
Joung et al., 2007.
Choi et al., 2007.
Martin et al., 2004.

El factor Nrf2 regula diferentes grupos de genes que actian a

diferentes niveles para generar un estado de proteccidén, dentro de

estos genes se incluyen [Lee et al., 2003]:

a. Genes de detoxificacion

b. Genes antioxidantes

c. Genes de crecimiento

d. Genes de defensa inmune/inflamacion

e. Genes de sefalizacion

f. Otros

La figura 11 muestra como el Nrf2 regula la expresion de genes

relacionados con la detoxificacion de H,0, y con la homeostasis del

glutation y el NADPH.
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solutos familia I glicina
Glutamato Glicina
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Glutamato + Cisteina Glicina
|
GCLM
1
GCLC
¥-Glu-Cys + Glicina

Toxina é’ GSH H,0, (ROOH)

GSTs GPX
1
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H,O
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{Captadaor de radicales)
<)

Glucosa-6-fosfato
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i | Malato
Transcetolasa |
| GGPD Enzima malica
Transaldolasa
! Plruvato
Ribulosa-5- fosfato

NADPH

P

P450/GSTs GR  TXNRDI

i v v v

‘ Detoxificacion y antioxidante |

Figura 11. Regulacion de los genes dependientes de Nrf2. Los genes se agrupan
en base a su funcién y via metabdlica y se muestran en las cajas grises. a) Genes
relacionados con la homeostasis del glutation, b) genes relacionados con la
detoxificacién de H,0, y la homeostasis del hierro y c) genes relacionados con la
homeostasis del NADPH. GCLM, subunidad modificadora de la glutamato-cistein
ligasa; GCLC, subunidad catalitica de la glutamato cistein ligasa; GSTs glutatién-S-
transferasas, GR, glutation reductasa; GPX, glutation peroxidasa; PRX,
peroxiredoxina; SOD, superdxido dismutasa; TRX, tioredoxina; TXNRDI,
tioredoxina reductasa-1; HO-1, hemo oxigenasa-1; G6PD, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa; NQO1, NADPH:quinona oxidoreductasa-1; P450, citocromo P450
[Lee et al., 2003].

25

—
| —



II. JUSTIFICACION

En paises industrializados, el infarto cerebral representa la
tercera causa de muerte y la primera de discapacidad en adultos
mayores; ademas, se espera que la incidencia aumente conforme la
poblacion va envejeciendo [Candelario-Jalil, 2008; Rang & Dale,
2009]. En México representa la quinta causa de muerte y la segunda
de demencia [Rang & Dale, 2009]. En 1998, su incidencia fue de
32.59 casos por cada 100,000 habitantes [Aguado et al., 1996] y
segun la Organizacion Panamericana de la Salud, es un problema que
va en aumento en magnitud y en gravedad, lo que a futuro puede
provocar un enorme costo social y econdmico en términos de
mortalidad, morbilidad y minusvalia, ya que del 70% de los
accidentes que no son mortales, representan la primera causa de
discapacidad en adultos mayores de 65 afos [Candelario-Jalil, 2008;
Rang & Dale, 2009].

Cuando se interrumpe el flujo sanguineo (isquemia) hacia el
cerebro, se desencadena una serie de eventos (despolarizacion
neuronal, excitotoxicidad, estrés oxidante, inflamacién, apoptosis,
entre otros) que pueden causar dafo con diferente grado de
severidad. Se ha reportado que el dafo causado por algunos de estos
eventos se acentla cuando el flujo sanguineo se reestablece
(reperfusidon), por lo que es importante encontrar alguna forma de

disminuir y/o prevenir la muerte neuronal.

Se ha evaluado el efecto de compuestos antioxidantes, anti-
apoptéticos o anti-inflamatorios en modelos experimentales de
isquemia cerebral, mostrando un efecto protector. Sin embargo, aun
no existe un tratamiento que sea realmente eficaz en los pacientes;
por ello, estda ampliamente justificada la busqueda de nuevos
farmacos que puedan atenuar las alteraciones que presentan los

pacientes que sufren un infarto cerebral.
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La SAC es el compuesto organosulfurado mayoritario del
extracto de ajo envejecido y su efecto protector en diferentes
modelos se ha asociado: 1) a su potente accion antioxidante
[revisado en Herrera-Mundo et al., 2009]; 2) a que regula la
produccion del *ON, lo cual estd asociado con una respuesta anti-
inflamatoria [Kim et al., 2001]; y 3) recientemente, se reportd que
induce el factor de transcripcion Nrf2 y la subsiguiente produccién de
diferentes enzimas de fase II [Kalayarasan et al., 2008]. Los dos
primeros mecanismos ya han sido ampliamente estudiados, incluso
en modelos cerebrales; sin embrago, la induccion del factor Nrf2 ha
sido poco estudiada y en cerebro este mecanismo aun no se ha
evaluado. Por ello, en este trabajo se propone evaluar este

mecanismo.
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III. HIPOTESIS

Si la SAC es capaz de activar al factor de transcripcion Nrf2, el cual

promueve la transcripcion de las enzimas de fase II; entonces su

administraciéon previa atenuara y/o disminuira el dano inducido por 1

h de isquemia y 24 h de reperfusion.

IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general

v

Evaluar el efecto de la administracion de la S-alil cisteina
(SAC) sobre el dano cerebral que se induce en un modelo

experimental de isquemia cerebral en rata.

2. Objetivos particulares

v

Evaluar el efecto de la administracion de la SAC sobre las
alteraciones conductuales y el dafio morfoldgico que se
induce en un modelo experimental de
isquemia/reperfusion.

Evaluar el efecto del tratamiento con SAC sobre el area de
infarto en un modelo de isquemia-reperfusion.

Evaluar si la SAC induce la activacién del factor de

transcripcién Nrf-2 en cerebro.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso de 280 a 320 g,
criadas en el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia vy
Neurocirugia bajo condiciones controladas de iluminacidon (ciclos de
12 h de luz y oscuridad), temperatura (25°C + 3°C) y humedad
(50% £ 10%). Se les suministro alimento comercial para rata
(Laboratory rodent diet 5001; PMI Feeds Inc., Richmond, IN) y agua
ad libitum. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico (4 ratas
por caja). Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo
de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud y a los parametros
locales sobre el Uso Etico de Animales por el Ministerio de Salud de
México. Durante todos los experimentos se realizdé el maximo

esfuerzo para minimizar el sufrimiento de los animales.

2. Reactivos

La SAC fue sintetizada en el laboratorio como se menciona a
continuacion (seccién 4.1).

La parafina, la hematoxilina, la eosina y el cloruro de 2,3,5-
trifeniltatarzolio (TTC) se adquirieron de Sigma Chemical Co (St
Louis, CA, USA).

El trizol fue de invitrogen (Carls bad, CA, USA). El kit para
sintetizar ADNc fue de Roche (Alemania).

El xilol, el alcohol etilico y el carbonato de litio se adquirieron de
J.T. Baker (México).

3. Disefno experimental
Se evaluo el efecto de diferentes dosis de SAC (50, 75, 100,
125 o 200 mg/Kg de peso, ip) y diferentes esquemas de

administracién (cada 24 h durante 3, 4, 5 6 7 dias previos a la
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induccidn de la isquemia cerebral) sobre el dafio que se induce en un
modelo de isquemia cerebral (Tabla 3). Estas pruebas se realizaron

para elegir una dosis de SAC que mostrara un efecto protector.

Tabla 3. Efecto de diferentes dosis de S-alil cisteina (SAC) sobre el dafio
neurolodgico inducido por la isquemia/reperfusiéon (IR).
Dosis/esquema SAC Imagen Resultado
Grupo IR. STk No aplica.
Administrado con solucion Grupo CT que muestra el
salina. dafio que se induce con la

isquemia reperfusion

Grupo IR + SAC 50
mg/Kg, ip durante 7 dias

No hay proteccion

Grupo IR + SAC 75
mg/Kg, ip durante 5 dias

No hay proteccion

Grupo IR + SAC 100
mg/Kg, ip durante 5 dias

Si hay proteccion

Grupo IR + SAC 125
mg/Kg, ip durante 4 dias

No hay proteccion

Grupo IR + SAC 150
mg/Kg, ip durante 3 dias

No hay proteccion

Grupo IR + SAC 200 Las ratas murieron No hay proteccion
mg/Kg, ip durante 3 dias

>

30

—
| —



El mayor efecto protector de la SAC sobre las alteraciones
morfoldgicas, se observd con la dosis de 100 mg/Kg de peso,
administrada cada 24 h durante 5 dias. Por esta razon esta fue la
dosis que se empleo en los experimentos posteriores.

Se emplearon 5 grupos de ratas (n=4) divididas al azar como se
menciona a continuacion:

a) Control (CT), inyectados con solucion salina.

b) Sham, animales sometidos al procedimiento quirdrgico, sin

induccion de isquemia.

c) Control con SAC (SAQ), inyectados con SAC.

d) Sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion (IR) e

inyectados con solucién salina.

e) IR+SAC.

La dosis de solucién salina (grupos CT, Sham e IR) o SAC (grupos
SAC e IR+SAC) fue 100 mg/Kg de peso, cada 24 h durante 5 dias,
via intraperitoneal (ip).

Los animales de los grupos IR, IR+SAC y Sham se sacrificaron 24
h después del inicio de la reperfusidon. En el caso de los grupos CT vy
SAC se sacrificaron 25 h después de la ultima administracién de
solucion salina o SAC, respectivamente. A todos los animales se les
midid el déficit neuroldogico justo antes del sacrificio. En un grupo
independiente de animales se midié: 1) el dafio neuroldgico 2) el area
de infarto y 3) el nivel del ARNm del factor Nrf2.

4. Metodologia

4.1 Sintesis de SAC
La S-alil cisteina fue sintetizada mediante la reaccion de la L-
cisteina con bromuro de alilo (Figura 9) y purificada por

recristalizacion con etanol [Lawson et al., 1991]. El producto final
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se comparod con para su identificaciéon con un estandar de SAC por

resonancia magnética nuclear proténica (RMN!H) y por la

medicion de su punto de fusién.

4.2 Induccidon de la isquemia cerebral

Los animales se anestesiaron en una camara de halotano y se
sometieron al procedimiento quirdrgico para inducir el dafio cerebral
isquémico, a través de la oclusion temporal de la arteria cerebral

media (durante 1 h), siguiendo la técnica propuesta por Longa y

colaboradores [1989].

o’ :
Arteria cerebral ,' A
media /

Arteria
occipital

-

Sutura

Arteria carotida
comun

Arteria cerebral
anterior

Figura 12. Diagrama que muestra la posicién del filamento de nylon para realizar
el modelo de la oclusién de la arteria media cerebral [Modificado de Longa et al.,

1989].
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4.3 Déficit neurologico

Se evalud determinando los cambios en la actividad motora de
las ratas realizando cinco pruebas [Menzies et al., 1992; Modo et al.,
2000; Van der Staay et al., 1996]: 1) Movilidad espontanea: el

animal se coloca en una superficie plana (1 m?) y debe iniciar la

exploracidon en un tiempo menor a 10 seg; 2) Reflejo de agarrar: el

animal se sostiene por la cola y se aproxima a un cable. El animal
debe asirse empleando las patas delanteras de manera simultanea;

3) Barra horizontal: se colocan las patas delanteras de la rata sobre

un cable y debe sostenerse durante 3 seg; 4) Prueba de colgar por la

cola: la rata se sujeta por la base de la cola y se levanta 30 cm. Los
animales deben extender las patas delanteras hacia el frente, los
animales dafiados flexionan la pata contralateral a la lesidn; 5) Giros

contralaterales: sobre una superficie plana, la rata se sostiene de la

cola levantando solo las patas traseras. Los animales sin dafo
caminan hacia el frente; mientras que los animales dafados se
desplazan dando giros en sentido contralateral a la lesion.

A cada prueba 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 estuvo caracterizado por un valor igual o

superior a 2 (resultados preliminares obtenidos en el laboratorio).

4.4 Histologia

Los animales se perfundieron y se fijé el cerebro en p-
formaldehido 4%, después de 7 dias los cerebros se deshidrataron en
una serie de soluciones de alcohol, seguido de xilol y se incluyeron en
parafina. Se realizaron cortes de 5 micras de grosor y se tifieron con
hematoxilina-eosina y se montaron en portaobjetos. La cuantificacién
del dafio se realiz6 en el estriado izquierdo en el area de penumbra,
se obtuvo el nimero de células dafiadas y preservadas en 5 campos

seleccionados al azar, obtenidos de 3 cortes por rata. Se empled un
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analizador de imagenes, IM1000 (Leica, Cambridge, UK). El criterio
general de dafo fue: nudcleos picndticos, vacuolizacion citoplasmica,
atrofia neuronal, necrosis y edema intersticial. Los datos se expresan

como porcentaje de neuronas dafiadas por campo.

4.5 Area de infarto

Se determind de acuerdo al método para medir viabilidad
celular propuesto por Preston & Webster [2004]. Se extrajo el
cerebro, se congeld a -70°C durante 4 min y se realizaron cortes
coronales de 2 mm. Los cortes fueron tenidos con cloruro de 2,3,5-
trifeniltatrazolio 1% (TTC) en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH
7.4 a 37°C durante 30 min en agitacion suave y en obscuridad. Los
cortes se fijaron en p-formaldehido al 4%.

El TTC es una sal de tetrazolio incolora que al ser reducida por
accion de la succinato deshidrogenasa mitocondrial del tejido viable
da lugar a la formaciéon de 1,3,5-trifenilformazan un compuesto de
color rojo. No sucede asi cuando la actividad mitocondrial se
encuentra disminuida pues el TTC se mantiene oxidado y no hay
generacidon de color (area de infarto, color blanco). El area de infarto
se determind con un analizador de imagenes Quantity One de BioRad.
El darea se midid en las 3 rebanadas frontales que muestran el
estriado y la corteza. Los datos se expresaron como % de area de

infarto y se calculd con la siguiente formula:

. . area infartada
% areade infarto = - x 100
area total

4.6 Determinacion del nivel de ARNmMm del factor de

transcripcion Nrf2.

El ARN total se aislé de la corteza usando el reactivo de Trizol y 5
ug de ARN total se utilizaron para la sintesis de ADNCc.
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La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) fue
realizada usando el Sistema Maestro Tagman LightCycler y el
instrumento LightCycler 2.0 de Roche (Roche, Germany).

Cada 10 puL de mezcla de reaccién consistié de: 2 uL de Tagman
Master 5X, 0.1 uL de la sonda especifica universal (10 uM), 0.2 uL de
cada primer (10 uM) y 2 uL de ADNc templado (plantilla). Las
secuencias de los primers fueron para Nrf2: izquierda 5'-
agcatgatggacttggaattg-3’ y derecha 5’-cctccaaaggatgtcaatcaa-3’ con
una sonda Universal #3; y para L32 (gen constitutivo): izquierda 5'-
ccggaagtttctggtccac-3’ y derecha 5'-cagcacagtaagatttgttgcac-3’ con
una sonda universal #17. El ciclo termal consistié de un paso inicial
de desnaturalizacién a 95°C por 10 min, seguido de 45 ciclos a 94°C
por 10 s, a 60°C por 30 sy a 72°C por 1 s.

La expresion relativa de los niveles se calculo después de la
normalizacion con el gen de la proteina ribosomal L32 (gen
constitutivo) y los resultados se expresan en relacién a la corteza de

los animales CT.

5. Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media £ EEM y se analizaron
mediante ANOVA, seguido de una prueba de Tukey (datos de
conducta e histologia). Se realizd una t de Student para analizar el
area de infarto. Para la determinacion del ARNm del factor de
transcripcion Nrf2 los datos se expresaron como la media + DE. La
significancia estadistica entre los tratamientos se determind por una t
de Student. Todos los analisis se realizaron empleando el programa
Graph Pad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). Un valor de P<0.05 se

considero estadisticamente significativo.

35

—
| —



>

VI. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1. Identificacion de la SAC obtenida por sintesis quimica

El punto de fusion del compuesto obtenido por sintesis quimica
fue de 217°C, el cual se compardé con el punto de fusién del
compuesto empleado como estandar y que fue de 222°C. El

rendimiento de la reaccion fue de 75.2%.

En la tabla 4 se observa que los desplazamientos del derivado

sintético, son idénticos a los del compuesto empleado como estandar.

Tabla 4. Desplazamientos de RMN'H del estdndar de SAC y del
compuesto obtenido por sintesis quimica®.

Posicion Su Estandar ou Derivado
sintético
H» 3.8 3.8
Hsa 2.9 2.9
Hsp 2.8 2.8
Hsa 3.1 3.1
Hsp 3.1 3.1
He 5.7 5.7
Ha 5.1 5.1
Hzb 5.1 5.1

Los espectros de RMN!H del compuesto obtenido por sintesis

quimica y del estandar (SAC-St), se muestran a continuacion:
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2. Déficit neuroldgico

Las pruebas conductuales evallan el déficit neurolégico causado

por la oclusién de la arteria cerebral media.

o
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CT Sham SAC IR IR+SAC

Figura 13. Evaluacion conductual neuroldgica. CT, control; Sham, animal operado
sin oclusion arterial; SAC, control con SAC; IR, 1 h de isquemia y 24 h de
reperfusion. La dosis de SAC fue de 100 mg/Kg de peso administrada cada 24 h
durante 5 dias previos de la oclusidn. Los valores se expresan como la media +
EEM. ®P<0.001 vs. CT, Sham y SAC; P P<0.001 vs. CT, Sham, SAC e IR.

Los resultados muestran que los animales de los grupos CT,
Sham y SAC no presentaron alteraciones conductuales, mientras que
el grupo IR muestra un déficit neuroldgico grave causado por la
oclusién del flujo sanguineo y la reperfusion pues ambos eventos
conducen a procesos como excitotoxicidad, estrés oxidante e
inflamacion, los cuales provocan dafio y/o muerte celular [Jefayri et
al., 2000; Dalsing et al., 1983; Lakhan et al., 2009].

El grupo IR+SAC muestra un menor puntaje con respecto al
grupo IR, mostrando que el mayor niumero de animales se mantiene

por debajo de la media (Figura 13).
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prevenir el déficit neuro-conductual [Yousuf et al., 2007; Shuaib et

Hay reportes que sugieren que el uso de antioxidantes ayuda a

al., 2007]. Por lo tanto, en éste estudio la disminucidén del puntaje
global neuroldgico se le puede atribuir a la capacidad antioxidante de
la SAC [Kim et al., 2001; Ide & Lau, 2001], ya que al evitar el dano
causado por el estrés oxidante se impide que las células que estan en
la zona de penumbra progresen a apoptosis, previniendo una

exacerbacion del dano neuro-conductual.

3. Histologia

Durante la isquemia focal, las células del nlcleo isquémico mueren
en pocos minutos y se forma un area necrética evidente [Suresh et
al., 2007]. Sin embargo, las neuronas de la penumbra isquémica
muestran alteraciones de caracter funcional ya que aun conservan
una minima actividad metabdlica; esto hace que preserven su
actividad estructural durante mas tiempo y sigan un patron de
muerte por apoptosis caracterizada por: condensaciéon de la
cromatina, fragmentacion internucleosomal del ADN, perdida del
volumen celular, mantenimiento de la integridad de la membrana
celular hasta fases tardias y activaciéon de las caspasas [Suresh et al.,
2007]. Por ello, es importante instaurar a tiempo un tratamiento
adecuado y de esta forma evitar que mueran las células de la zona de
penumbra [Back, 1998; Pulsinelli, 1992].

El conteo de las células neuronales tefiidas con hematoxilina-
eosina se realizd en la zona de penumbra del estriado izquierdo vy
evidencid que los animales de los grupos CT, SAC y Sham tuvieron un
porcentaje de células danadas del 6%, 10% y 3%, respectivamente
(Figura 14B). En el grupo IR la mayoria de las células presentan
picnosis nucleosomatica, kariorexis y edema intersticial en el

neuropilo (Figura 14A) lo que corresponde a un porcentaje de células
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dafiadas de 82% (Figura 14B). En el grupo IR+SAC, se observa una
disminucién significativa del dafio morfolégico mostrando soélo
algunas células dafladas y un escaso edema intersticial (Figura 14A)
con un porcentaje de células dafadas de 22% (Figura 14B). La
proteccion conductual esta asociada al menos en parte al menor dafio

que se observa en el analisis histoldgico.

La proteccidén observada en el grupo IR+SAC se puede justificar
mediante la evidencia de que la SAC mejora potencialmente el dafo
inducido por la isquemia y la reperfusion en ratas, esto debido a sus
propiedades antioxidantes, pues es capaz atrapar ERO como el O,",
el H,0;, y el OH* [Kim et al., 2001; Ide & Lau, 2001; Medina-Campos
et al., 2007]. También reduce el edema mediante un mecanismo que
parece inhibir la peroxidacién lipidica previniendo el dafio [Numagami
& Ohnish, 2001] y regulando la producciéon del 6xido nitrico (*ON)
contribuyendo a su efecto anti-inflamatorio [Atif et al., 2009; Kim et
al., 20011].

Asi mismo, se ha reportado su capacidad de conferir un estado
de proteccion ante retos oxidantes mediante la induccion del factor

de transcripcion Nrf2 [Kalayarasan et al., 2008].
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Figura 14. Efecto de la S-alil cisteina (SAC) sobre las alteraciones morfologicas
inducidas por 1 h de isquemia ¥y 24 h de reperfusion (IR). A) Fotografia
representativa por microscopia de luz de cada grupo. En los grupos CT, Sham ¥
SAC, las células presentan un aspecto normmnal; el grupo sometido a IR muestra
edema en el neuropilo ( B ) picnosis necleosomatica ( % ), kariorexis C L)y
células alteradas { ® ); en el grupo IR+SAC el dafo disminuye significativamente.
B) Cuantificacion de las células dafiadas por campo. Los resultados se expresan
como la media + EEM (n=4). *P<0.001 vs. CT, Sham y SAC; "P<0.001 vs. CT e IR.

Se ha reportado que inhibidores de la lipoperoxidacion vy
atrapadores de ERO y ERN exhiben un efecto neuroprotector contra el

dafio cerebral inducido por la isquemia/reperfusion [Young et al.,
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1988; Floyd & Carney, 1992]. De esta forma la SAC, al ser un
poderoso atrapador de ERO, inhibidor de la lipoperoxidacién mediada
por ERO y de la muerte celular en un modelo de isquemia cerebral
[Numagami & Ohnishi, 2001] constituye un potente agente
neuroprotector y podria ser un atractivo agente terapéutico para
mejorar la calidad de vida del paciente y atenuar las secuelas de un

paciente que ha sufrido un infarto cerebral.

4. Area de infarto

Durante la isquemia focal cerebral la duraciéon de la oclusién del
flujo sanguineo y la reperfusién juegan un papel vital en la magnitud
del dano [Li et al., 2000].

Para cuantificar el area de infarto se utilizé la tincion con 2,3,5-
trifeniltetrazolio, el cual es un marcador de viabilidad celular que al
ser reducido a formazan, por accién de la enzima succinato
deshidrogenasa, da la coloracién roja caracteristica al tejido;
mientras que, la porcién infartada no se tifie debido a que las células
han muerto. Los resultados muestran que el pretratamiento con SAC
(100 mg/Kg durante 5 dias) protege contra el dafo inducido por
isquemia/reperfusion observandose un area significativamente menor
en comparacion con el grupo IR (Figura 15 A). El porcentaje del area
infartada (calculada para las rebanadas del cerebro donde se observa
zona de infarto) fue de 56% para el grupo de IR y de 20% para el
grupo IR+SAC, mostrando una reduccién del 35% (Figura 15B).
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Figura 15. Reduccion del area de infarto en el modelo de oclusién arterial cerebral
media en ratas tratadas con SAC (100 mg/Kg, 5 dias). El area de infarto se
determind con la tincion de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). A) Imagenes
representativas de cada grupo. El tratamiento con SAC (IR+SAC) previno la
aparicion del area de infarto inducida por la isquemia cerebral (IR). B) Analisis
cuantitativo del area de infarto en el grupo de IR y el grupo tratado con IR+SAC.
Los valores se muestran como la media + EEM (n=4). ? P< 0.003 vs. IR.

Estos resultados apoyan lo encontrado en la histologia y lo
reportado en la literatura acerca de que la SAC disminuye la
disfuncion mitocondrial (debido a que inhibe la lipoperoxidacién y que
atrapa ERO) inducida en la isquemia cerebral, previniendo de esta

forma la aparicidon del area de infarto [Atif et al., 2009].
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5. Determinacion del nivel de ARNm del factor de

transcripcion Nrf2
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Figura 16. Expresion génica relativa del factor de trascripcion Nrf2 en corteza en
los diferentes grupos. CT; control; IR, 1h de isquemia 3h de reperfusion; SAC;
control con SAC 100 mg/kg durante 5 dias. Los datos se muestran como la media +
DE. ®P<0.05 vs. CT.

En la figura 16 se observa una mayor expresiéon del ARNm del
factor Nrf2 en los grupos IR e IR+SAC similar a lo que ya se ha
reportado [Lakhan et al., 2009; Surh et al., 2008; Leonard et al.,
2006 & Shih et al., 2005]; ya que en condiciones de estrés oxidante
(como ocurre en la isquemia/reperfusion) se modifican las
interacciones entre el complejo Keapl-Nrf2, provocando Ila
fosforilacion de Nrf2 y su translocacion al nucleo [Lakhan et al.,
2009]. Por otra parte, aunque se observa una ligera tendencia a que
la SAC aumente el nivel del ARNm del factor Nrf2 en corteza, 3 h
después del inicio de la reperfusién, este efecto no es
estadisticamente significativo.

Aunque el efecto de la SAC sobre el mensajero aun no se ha
estudiado, se esperaba que el nivel de expresion del mensajero fuera
mayor con el tratamiento con SAC porque el ARNm del Nrf2 también
es regulado por ARE. No obstante, proponemos que debe realizarse

un curso temporal para descartar si efectivamente la SAC no tiene
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efecto sobre la expresién del mensajero del Nrf2, ya que los animales

se sacrificaron a las 3 h del inicio de la reperfusion.

Por otro lado, es posible que el mecanismo de accién de la SAC
este asociado con la activacién del factor como ocurre con otros
inductores como es el caso del sulforafano, el cual posee Ila
particularidad quimica de interactuar con los grupos sulfhidrilo de los
residuos de cisteina de Keapl ya sea por oxidacién o alquilacién,
siendo esta la via por la que el sulforafano induce la liberacion del
Nrf2 del complejo Keapl-Nrf2 y la consecuente transcripcién de
genes antioxidantes de las enzimas de fase II [Dinkova-Kostova et
al., 2001]

Sin embargo, ya se ha reportado que la SAC es capaz de activar
al factor Nrf2 en higado [Kalayarasan et al., 2008] y por lo tanto la

activaciéon de varios genes para generar un estado de proteccién.
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VII.

CONCLUSIONES

1. La administracion previa de la S-alil cisteina, protege contra el

dafio ocasionado por 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion, ya
que reduce las alteraciones morfoldgicas, el area de infarto y el

déficit neuroldgico.

. El efecto protector de la SAC podria estar asociado a su

capacidad antioxidante y con su capacidad de inducir el factor
de transcripcidon Nrf2, que induce enzimas de fase II generando
un estado de proteccion ante retos oxidantes, aunque esto aun

debe ser demostrado.

VIII. PERSPECTIVAS

1.

Determinar la expresidon génica del factor de transcripcion Nrf2

a tiempos mayores (elaboracién de un temporal).

. Evaluar la activacién de la proteina del factor Nrf2.

3. Determinar que enzimas de fase II estan involucradas en la

generacion del estado de proteccion en el modelo utilizado.
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