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RESUMEN

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) se consideran como una de las principales
causas de muerte a nivel mundial y como la primera causa de incapacidad en personas
en edad productiva. En México, de acuerdo a un estudio realizado en 2010 por el INEGI
[INEGI, 2010], los ACV ocuparon el sexto sitio en la lista de las principales causas de
defuncion en la poblacion mexicana. Los ACV mas frecuentes son los de tipo isquémico
(85% de incidencia), que se producen como consecuencia de una disminuciéon en la
perfusion sanguinea al cerebro. Esto ocasiona la activacion de diversos mecanismos de
dafo conocidos como cascada isquémica que culminan con la muerte de las células y por
lo tanto en una lesién cerebral seria. En esta cascada, el estrés oxidante representa una
de las principales causas de la muerte celular [Durukan y Tatlisumak, 2007].

Por ello, se ha propuesto el uso de antioxidantes como terapia que podria ayudar a salvar
las células presentes en el area de penumbra. En este contexto, el dialil disulfuro (DADS)
es un antioxidante directo (ya que atrapa especies reactivas por si mismo) e indirecto (ya
gue induce la expresion de enzimas de fase 2 y antioxidantes encargadas de metabolizar
especies reactivas y electréfilas), que ha mostrado un efecto protector en modelos donde
el estrés oxidante esta involucrado [Guyonnet et al., 1999; Gupta et al., 2003; Fukao et al.,
2004]. Por esta razén, se ha propuesto como una posible alternativa terapéutica o
preventiva para el infarto cerebral, ya que hasta el momento no existe una terapia efectiva
y segura que disminuya el dafio. En el presente trabajo se estudié el efecto del DADS
sobre el dafio inducido por la isquemia cerebral.

El DADS se administré (25, 50 y 75 mg/kg) al inicio de la reperfusion para seleccionar la
dosis que mostrara un efecto protector y no téxico en el estriado. La dosis que cumplié
con tales caracteristicas fue la de 25 mg/kg ya que disminuy6 los signos de dafio
morfolégico como picnosis y edema citotéxico comparado con el grupo sometido a
isquemia y reperfusion (IR) y no mostré un efecto téxico. El dafio neurolégico se evaluo
mediante la aplicacién de 5 pruebas motoras encontrando que la administracion del DADS

disminuyd el déficit neurol6gico y mejoré la coordinacion motora de los animales.

Por otro lado la administracién de DADS solo incrementd la activacion del factor Nrf2 en
corteza frontal a las 2 h después del inicio de la reperfusion. Mientras que la IR no

provoco cambios significativos en los niveles del factor Nrf2 comparado con el grupo CT.



El DADS solo incrementd la actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPx) y
glutation reductasa (GRx) en la corteza frontal 24 h después su administracion en
comparacion con el grupo CT; Los animales sometidos a IR no mostraron cambios
significativos en la actividad de la enzima GRx comparado con el grupo CT; sin embargo,
la actividad de la GPx disminuy6 un 50%. El tratamiento con DADS previno parcialmente
la disminucién de la actividad de la GPx inducida por la IR.

El DADS incrementé la proporcion de glutation reducido (GSH)/glutation oxidado (GSSG)
en la corteza ipsilateral a las 4 h de su administracion en comparacion con el grupo CT.
En los animales del grupo IR esa proporcion disminuyé un 40% con respecto al grupo CT.
Finalmente, la proporcion de GSH/GSSG se incrementd en el grupo de animales
sometidos a IR con el tratamiento de DADS.

En conclusién, el DADS disminuy6 los signos de dafio histolégico y neuroldégico cuando se
administr6 en animales sometidos a isquemia cerebral. Ademas fue capaz de inducir la
activacion de defensas antioxidantes relacionadas con el metabolismo del glutation, a

través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2.



INTRODUCCION

1. Definicion
El accidente cerebro vascular (ACV) se define como la aparicion de un conjunto de signos
clinicos que alteran de manera focal o global al cerebro; tienen una duraciéon de 24 h o
mas progresando a la muerte del individuo y que independientemente de su causa su

origen es vascular [Wong, 1999].

2. Etiologia

De acuerdo a su etiologia el ACV se clasifica en dos grupos (Figura 1): el accidente
isquémico, representando un 85 % de todos los casos y la hemorragia intracerebral no
traumatica con una incidencia del 15 % [Maas y Safdieh, 2009].

Generalmente el accidente isquémico es producido por la aterotrombosis, el embolismo y
la disminucion en la perfusion sistémica. La hemorragia intracerebral no traumética se
clasifica en dos grupos: hemorragia intracerebral caracterizada por un sangrado interno
del cerebro y la hemorragia sub-aracnoidea que es un sangrado entre las capas internas y
externas que recubren al cerebro localizandose en la regiéon sub-araquinoidea [Grysiewicz
et al., 2008].

Trombosis

Accidente isquémico (85

% incidencia) Embolismo

Disminucién en la

Accidentes perfusion sistémica

cerebrovasculares

Hemorragia
intracerebral
Hemorragia
intracerebral no s
traumatica (15-20%
incidencia)

Hemorragia sub-
aracnoidea

S

Figura 1. Clasificacién de los accidentes cerebrovasculares de acuerdo a su etiologia. Tomado de Capplan,
2009.



La trombosis in situ producida por placas de ateroma deriva en un accidente isquémico
cuando hay un engrosamiento de las capas de tejido muscular y tejido fibroso,
promoviendo la acumulacion de material graso y la agrupacion de plaquetas en la placa.
La formacion de este complejo de materiales favorece la deposicion de trombina, fibrina y
codgulos que finalmente ocluyen el flujo sanguineo [Caplan, 2009]. A su vez, la trombosis
in situ de las arterias que irrigan el tejido cerebral deriva en un accidente isquémico
cuando alguna placa de ateroma se ulcera por mecanismos fisicos, promoviendo la
liberacién de factores que promueven la formacién de trombos como el factor tisular o el
inhibidor del activador de plasmindégeno [Maas y Safdieh, 2009]. También la trombosis
puede ser iniciada por otras causas como la presencia de tumores, desordenes
hematolégicos y enfermedades autoinmunes como el pldrpura trombdtico

trombocitopénico y la trombocitopenia mediada por heparina [Maas y Safdieh, 2009].

Otro mecanismo que promueve el accidente isquémico cerebral es el embolismo. Al igual
gue la trombosis in situ, el embolismo produce dafio isquémico por deposicion de material
trombotico y no trombdético en alguna de las arterias que irrigan el cerebro. Generalmente
el material oclusor se produce en un 6rgano distante al cerebro siendo el corazén la
principal fuente de material embdlico. Las principales regiones en donde se producen
estos materiales son las arterias carétida, aorta y vertebral, en donde cumulos de

plaguetas, codgulos o fragmentos de placas son bombeados al cerebro [Caplan, 2009].

Dependiendo del tamafio del material embdlico serd la arteria que puede ser ocluida.
Embolos de gran tamafio tienden a bloquear la circulacién en arterias extracraneales
como la carétida, la inominata, la subclava y las arterias vertebrales del cuello. Embolos
pequefios bloquean arterias intracraneales como las basilares, la arteria carétida interna,
las arterias cerebrales anteriores y principalmente la arteria cerebral media [Caplan,
2009].

Otro tipo de materiales embdlicos como bacterias, particulas por administracion de
drogas, aire y células tumorales pueden alojarse en alguna de las arterias que irrigan al

cerebro provocando un accidente isquémico [Mass y Safdieh, 2009].

Por otro lado, una disminucidn en la perfusién sistémica deriva en un accidente isquémico
cuando existen desordenes a nivel cardiaco como la arritmia o el infarto agudo al
miocardio o por una hipotensién sistémica, producida por hipovolemia y pérdida de

sangre.



A diferencia del embolismo y la trombosis, la disminucién en la perfusion sistémica tiende

a producir una zona de dafio més generalizada.

3. Epidemiologia
Cada afio alrededor de 795 000 personas sufren un accidente cerebrovascular, de los
cuales aproximadamente 610 000 son ataques presentados por primera vez y 185 000
son ataques recurrentes [Jones et al., 2010].
Con respecto al sexo, los hombres jovenes se encuentran con mayor riesgo de presentar
un ACV; sin embargo, con la edad las mujeres tienen una mayor predisposicion [Jones et
al., 2010].

El riesgo de presentar un ACV varia de acuerdo a la causa, es decir, si se trata de un
accidente isquémico o de una hemorragia intracerebral no traumatica. Con respecto al
accidente isquémico el riesgo de presentar un evento después de 7 dias, 30 dias, 1 afio y
5 afios es del 2%, 4%, 12% y 29%, respectivamente. De acuerdo al mecanismo por el
cual se genera el accidente isquémico, el riesgo de presentar un evento posterior al
primer evento durante los primeros dias es de 18.5% por aterotrombosis, 5.3% por
embolismo y 3.3% por causas desconocidas [Grysiewicz et al., 2008]. Con respecto a la
hemorragia intracerebral no traumatica el riesgo de presentar un evento durante los
primeros 30 dias después del primer evento es bajo, debido a la alta mortalidad durante
este periodo de tiempo.

A su vez el ACV es considerado como una de las principales causas de discapacidad en
paises industrializados como Estados Unidos. Con base en los estudios realizados por
The Framinghan Heart Study (FHS) en 2003, las personas mayores de 65 afios que han
sufrido un ACV presentan distintos signos de discapacidad a los 6 meses del primer
ataque, entre los cuales figuran sindromes neurol6gicos como la hemiparesis, la afasia, la
dificultad para hablar, problemas cognitivos, deficits sensoriales y la hemianopsia [Roger,
2012; Hayes et al., 2003].

3.1 Mortalidad
La mortalidad de los accidentes cerebrovasculares de acuerdo a las estadisticas emitidas
por la Organizacion Mundial de la Salud en 2002 y con proyecciones al afio 2030
representa un 9.7 y un 10.3% dentro de las principales causas de defunciéon a nivel

mundial [Mathers y Loncar, 2002]. En el afio 2005 represento el 10% del total de las



causas de muerte a nivel mundial y se consideré como la segunda causa de muerte en
todo el mundo, solo por debajo de las enfermedades isquémicas del corazén [Grysiewicz
et al., 2008; Dichangs, 2007].

El riesgo de morir después de un evento isquémico se ve incrementado conforme
transcurre el tiempo, de manera que la mortalidad se encuentra incrementada 5 afos
después de sufrir el primer accidente isquémico. De acuerdo a los reportes del Proyecto
Epidemioldgico Rochester, el riesgo de morir 5 afios después de primer evento isquémico
varia de acuerdo al subtipo, siendo el embolismo el mecanismo que presenta la tasa de
mortalidad mas alta pues de todos los sujetos afectados por embolismo el 80.4% muere,
siguiendo el infarto lacunar o de vasos pequefios con un 35.1% y la trombosis con una
mortalidad de 32.2% [Grysiewicz et al., 2008]

En México, de acuerdo a los resultados emitidos por el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Infromatica (INEGI) en el afio 2010, los ACV se situaron en el sexto sitio de

las principales causas de muerte (Figura 2).
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Figura 2. Estadisticas de las principales causas de muerte en hombres y mujeres en México durante 2007.
Fuente INEGI, 2010.

3.2 Distribucion mundial
Los ACV presentan una distribuciéon mundial variada, siendo la region de Europa del este
y los continentes asiatico y africano en donde se presentan con una alta incidencia y
mortalidad de 151-251 casos por cada 100 000 habitantes. Por el contrario, en la regién
oeste de Europa y el continente americano la incidencia y mortalidad son menores con un
total de 24.5-50.0 casos por cada 100 000 habitantes [Claiborne et al., 2009] (Figura 3).
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Figura 3. Razon de incidencia y mortalidad del ACV a nivel mundial (Tomada de Clairbone et al., 2009).

3.3 Factores de predisposicion
Con base en los estudios epidemioldgicos realizados por distintas entidades, los factores
de riesgo asociados a los ACV pueden ser clasificados en factores que no pueden ser
modificados como el sexo, la raza o la genética del individuo y en factores que pueden ser
modificados como factores ambientales, el consumo de alcohol, el tabaquismo, el control

de la Diabetes, el control de la presioén sanguinea y el estilo de vida [Kirshner, 2009].

3.3.1 Factores susceptibles a ser modificados
3.3.1.1 Tabaquismo
Se sabe que el tabaquismo es uno de los factores de riesgo que incrementa las
posibilidades de presentar un accidente isquémico debido a los componentes del
cigarrillo, los cuales al llegar al cerebro producen una vasoconstriccion de las arterias que
lo irrigan favoreciendo el proceso patolégico, o bien induciendo la formacién de trombos
[Kirshner, 2009].

Los fumadores jovenes se encuentran mas predispuestos a sufrir un accidente isquémico
gue los fumadores adultos pues los riesgos relativos estimados son de 2.9 y de 1.8,
respectivamente. De la misma forma los exfumadores y los fumadores pasivos también
presentan cierto riesgo a sufrir un accidente isquémico debido a la exposicién al humo del

tabaco presente en el medio ambiente [Grysiewicz et al., 2008].

3.3.1.2 Alcoholismo



El consumo de alcohol puede ser considerado como un factor de riesgo dependiendo de
la cantidad de alcohol ingerido y de la frecuencia de consumo. Las personas que
consumen una cantidad de alcohol mayor a 60g/dia se encuentran mayormente
predispuestas, al igual que los bebedores abstenidos. Por otro lado, las personas que
consumen alcohol moderadamente presentan un bajo riesgo de sufrir un accidente
isquémico debido al efecto que tiene el alcohol de incrementar los niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL), protegiendo al organismo de sufrir una enfermedad arterial
coronaria [Kirshner, 2009].

3.3.1.3 Dislipidemia
La asociacion entre las dislipidemias y el incremento en el riesgo de presentar un
accidente isquémico se encuentra relacionada con presentar bajos niveles de HDL, altos
niveles de colesterol, altos niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas y
altos niveles en LDL [Kirshner, 2009].

Sin embargo se ha encontrado que el uso de medicamentos como la atorvastatina reduce
el riesgo de presentar un ACV en un 16% posterior a los 5 afios de presentar el primer

evento [Amarenco et al., 2006].

3.3.1.4 Hipertension
La hipertensién juega un papel muy importante como factor de riesgo ya que se ha
encontrado que una presién sistélica por debajo de los 115 mmHg incrementa el riesgo de
presentar un accidente isquémico. Por otro lado, el presentar incrementos de 20 mmHg
en la presion sistdlica, esta asociado con un incremento al doble en la mortalidad por
accidente isquémico. Esto se debe a que la hipertension acelera el proceso de la

ateroesclerosis [Grysiewicz et al., 2008].

3.3.1.5Diabetes
Hasta el momento se ha estimado que el 40% de todos los accidentes isquémicos se
encuentran relacionados con los efectos de la diabetes sola o en combinacién con otra

enfermedad [Grysiewicz et al., 2008].

Las personas que padecen diabetes se encuentran ante un alto riesgo de sufrir un
accidente isquémico debido a la persistencia de otros factores de riesgo como la
hipertensioén, la obesidad y el colesterol elevado. Un mal control de la enfermedad puede
estar asociado a la persistencia de estos factores de riesgo de la misma manera que un

control excesivo de la glicemia puede aumentar la mortalidad [Kirshner, 2009].



3.3.2 Factores no susceptibles a ser modificados
3.3.2.1Raza
La prevalencia de sufrir un ACV varia de acuerdo a la raza y de acuerdo al subtipo del

accidente.

Estudios realizados en diferentes poblaciones revelan que los asiaticos son la raza mas
predispuesta a sufrir un accidente isquémico lacunar con respecto a los caucasicos. Por
otro lado, los hispanos y los afroamericanos muestran una tendencia a desarrollar los

otros subtipos de accidente isquémico [Kirshner, 2009].

3.3.2.2 Factores genéticos
Dentro de los factores genéticos que predisponen a una persona a sufrir un ACV se han
descubierto que mutaciones en un solo gen favorecen el desarrollo de la enfermedad y
también la aparicion de otros cuadros clinicos a nivel sistémico. Sin embargo, se ha
demostrado que el ACV es una patologia que parece seguir una herencia multifactorial en
donde los factores inherentes al individuo y el ambiente favorecen el proceso patol6gico
[Alrajeh y Alkali, 2008].

De los genes que tienen un efecto individual son:

e NOTCHS3. Este gen codifica para un receptor de membrana que participa en la
transduccién de sefales y el desarrollo de las arterias. La mayoria de las
mutaciones presentes en el gen son mutaciones sin sentido en los exones 3y 6
del gen. La condicion clinica asociada a mutaciones en este gen es una
microangipatia conocida como arteropatia autosémica dominante con infartos
suncorticales y leucoencefalopatia (CADASIL por sus siglas en inglés)
caracterizada por episodios isquémicos [Dichangs, 2007].

e GLA. Este gen codifica para la a-galacotosidasa A y mutaciones en este gen
predisponen a sufrir la enfermedad de Fabry, caracterizada por tener un patron de
herencia ligado al cromosoma X. Las mutaciones en el gen GLA provocan que su
producto carezca de actividad y haya una acumulacion de glucoesfingolipidos,
especialmente de globotriaosilceramida, en diferentes tejidos como el micoradio,
el epitelio, la piel, el ojo y la vasculatura, afectando por igual vasos sanguineos

grandes y pequefios [Dichangs, 2007].
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CBS. El gen de la cistationin beta sintetasa codifica para la enzima que se
encarga de degradar la homocisteina, obtenida de la ingesta diaria de metionina;
la cual a concentraciones sanguineas mayores a 100 umol/L resulta ser toxica al
provocar dafio a las arterias y alterar el sistema de coagulacién sanguinea,

favoreciendo la formaciéon de trombos [Dichangs, 2007].

Por otro lado, de los genes que se ha visto que tienen influencia en la herencia

multifactorial se encuentran:

4.

ALOX5AP. Este gen codifica para la proteina activadora de la 5-lipooxigenasa, la
cual hidroliza el acido araquidénico en presencia de la enzima 5-lipooxigenasa. En
algunas poblaciones como en Islandia se ha visto que el haplotipo HapA aumenta
el riesgo de presentar un accidente isquémico [Alrajeh y Alkali, 2008].

PDE4D. Polimorfismos en el gen que codifica para la fosfodiesterasa 4D en
poblaciones de Islandia, Estados Unidos de América, Reino Unido y Alemania se
han asociado como factores de riesgo genéticos para sufrir un accidente
isquémico [Alrajeh y Alkali, 2008].

ACE. Polimorfismos del gen que codifica para la enzima convertidora de
angiotensina se han asociado como factores de riesgo para sufrir un accidente
isquémico por aterotrombosis. Individuos homocigotos para el alelo D/D presentan
una actividad enzimatica incrementada y esto se ha relacionado con un
incremento en el riesgo relativo de presentar un accidente isquémico comparado
con individuos heterocigotos I/D u homocigotos I/l [Alrajeh y Alkali, 2008].

EPHX. El polimorfismo EPHX2 en el gen de la epoxido hidrolasa se ha asociado a
un incremento en el riesgo de presentar un accidente isquémico de acuerdo a
estudios realizados en poblaciones alemanas y estadounidenses [Alrajeh y Alkali,
2008].

Fisiopatologia

La isquemia se define como una disminucién en el flujo sanguineo cerebral (CBF por sus

siglas en inglés) lo suficiente para alterar la funcién cerebral [Smith, 2004]. Como una

consecuencia de la disminucién del CBF, en los accidentes isquémicos focales se

producen dos zonas de dafo celular y tisular (Figura 4). La zona central de dafio,

conocida como nucleo o “core”, que se caracteriza por ser una regioén en donde el CBF

disminuye a valores menores del 20% del basal o normal y existe una marcada reduccion
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en los niveles de ATP menores al 25% de su valor normal [Sims y Muyderman, 2010]. La
region circundante al nacleo, la penumbra, se caracteriza por conservar un CBF entre un
20y 40 % de su valor normal, es una zona en donde se metaboliza glucosa activamente y
ademas los niveles de ATP se preservan por arriba de un 65% [Smith, 2004; Lo et al.,
2003; Sims y Muyderman, 2010].

Los mecanismos de muerte celular en ambas regiones tienden a traslaparse, por un lado
las poblaciones celulares presentes en el ndcleo tienden a morir con mayor rapidez y en
sSu mayoria por necrosis, mientras que las células de la penumbra pueden morir de
manera mas lenta por necrosis o apoptosis, predominando més la apoptosis [Lo et al.,
2003].

Actualmente, se ha demostrado que si las condiciones fisioldgicas y bioquimicas no se
restablecen en la zona de penumbra, entonces es posible que esta se convierta en parte
de la zona del nucleo y por tanto incremente el area de dafio. Por ello, se ha propuesto
gue se utilicen diversos compuestos que ayuden a proteger y salvar a las células
presentes en esta region de manera que se puedan atenuar los signos y sintomas como

la incapacidad motora y la hemiplejia [Green, 2003].

Nucleo isquemico

Penumbra S

Figura 4. Zonas de dafio causadas por el accidente isquémico en el cerebro, en el centro de la lesion se

localiza el nacleo isquémico y alrededor la penumbra. Tomada de Coultrap et al., 2011..

Los mecanismos de dafio celular y tisular que se generan durante el accidente isquémico
se han podido caracterizar, notdndose que estos eventos se desarrollan en una manera
casi secuencial que se ha denominado “cascada isquémica” [Durukan y Tatlisumak,
2007]; sin embargo, es posible que en algin punto del proceso patoldgico estos eventos

se traslapen. Los principales mecanismos de dafio celular y tisular asociados al accidente
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isquémico son: el desbalance i6nico, el déficit energético, la excitotoxcicidad, el aumento
en los niveles intracelulares de calcio, la produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y de nitrogeno (ERNSs) y la disfuncién mitocondrial. A continuacion se detallaran

cada uno de los mecanismos.

4.1 Desbalance i6nico y déficit energético
El cerebro, es uno de los 6rganos que requiere de una mayor demanda energética en el
organismo, ya que consume el 20% del oxigeno en circulacion y el 25% de la glucosa
[Mass y Safdieh, 2009] y obtiene energia del metabolismo de la glucosa presente en la
sangre. El 70% de la energia que es consumida en el cerebro se utiliza para mantener la
homeostasis idnica de los cationes Na*y K™ a través de la ATPasa de Na'/K" por lo que
una reduccion en los niveles de glucosa y oxigeno en el tejido derivan en una falla

energética provocando dafio celular y tisular [Mongin, 2007].

Durante las condiciones de hipoxia/anoxia e hipoglicemia en el accidente isquémico existe
una disminucién en la cantidad de glucosa que es metabolizada por las células del
cerebro. Como este tejido no cuenta con un almacén de glucosa, es posible que se
comiencen a acumular productos acidos provenientes del metabolismo anaerobio de la
misma célula y de los astrocitos. La acumulacién de productos acidos disminuye el pH
intracelular interfiriendo con la cadena transportadora de electrones en la mitocondria
disminuyendo asi la produccién de ATP. Esta disminucién de ATP conlleva a que los
transportadores de iones dependientes de esta molécula se inviertan. Por ejemplo, la
ATPasa de Na'/K" invierte su transporte provocando que haya una acumulacién de Na*
intracelular y de K* extracelular, se favorece también la acumulacion de Ca®* debido a una
disminucién en la actividad transportadora de la ATPasa Ca?'/H* [Smith, 2004; Durukan y
Tatlisumak, 2007]. Otro transportador que también se ve afectado ante esta disminucién
de ATP es el transportador NCX el cual es un antiportador bilateral que se encarga de
expulsar el Ca® ante la entrada de 3 Na*; sin embargo su actividad se ve revertida ante
estas condiciones permitiendo la acumulacién de Ca?* citosélico. Ademas, existe otro tipo
de transportadores que se ven afectados durante el accidente isquémico como las
uniones gap de las neuronas, los canales anionicos regulados por volumen (VRACS) y los
canales sensores de acidez [Besancon et al., 2008]. La entrada de estos cationes se ve
acompafada por la entrada de aniones como CI y la acumulacion de H,O en la célula

provocando que ésta se hinche y presente rasgos de edema citotoxico.
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La alteracion en el transporte de iones en la célula promueve que esta se comience a
despolarizar hasta que alcanza su umbral eléctrico de excitacién, proceso que consume
alin mas energia, favorece la activacion de canales de Ca®* y Na* dependientes de voltaje
y favorece que el transporte de neurotransmisores excitadores se vea revertido por la
activacion de procesos como la exocitosis y la liberacién de vesiculas dependientes de
Ca?"' [Mongin, 2007; Nishizawa, 2001]

4.2 Excitotoxcicidad

4.2.1 Glutamato
El glutamato se considera como el principal aminoacido y neurotransmisor excitador del
Sistema Nervioso Central por excelencia. Cumple con las 3 caracteristicas propuestas por
Purves [2001] para ser considerado como un neurotransmisor por tener una localizacién
presinéptica, ser liberado ante una despolarizacién presinaptica dependiente de Ca”" y
tener receptores en la célula postsinaptica. El glutamato de manera normal se caracteriza
por desarrollar un papel muy importante en procesos fisiolégicos mayores como el
desarrollo del aprendizaje, la memoria y la plasticidad sinaptica [Mehta et al., 2013];
ademas de intervenir en el desarrollo del sistema nervioso, la diferenciacion celular, la

muerte celular y la migracién celular en las primeras etapas [Danbolt, 2001].

El glutamato es sintetizado en la célula a partir de la glutamina y el a-cetoglutarato. La
glutamina es ingresada a la célula a través de una proteina transportadora dependiente
de Na'. Posteriormente la glutamina se transloca a la mitocondria en donde es convertida
a glutamato por accion de la enzima glutaminasa [Platt, 2007]. El a-cetoglutarato proviene
de dos distintas fuentes, una es del ciclo de Krebs y la otra es la captura desde el espacio
sinaptico. El a-cetoglutarato es transaminado por acciéon de la enzima glutamato

deshidrogenasa, produciendo glutamato [Platt, 2007].

El mecanismo de accién del glutamato se relaciona con la activacion de sus receptores en
la membrana plasmatica de las neuronas. Estos receptores se clasifican en dos tipos
comprendidos en tres familias. La primera clase son los receptores ionotrépicos, llamados
asf por ser canales permeables a cationes como el Na* y el Ca?* y dependiendo de su
ligando agonista se clasifican en dos familias: los receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA) comprendidos por las isoformas NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR2D vy los
receptores de la familia de los acidos a-amino-3 hidroxi-5 metil-4 isoxazol propiénico
(AMPA) y kainico comprendidos por las isoformas GIuR 1-4 y GIuR 5-9 y KA1 y KA2,
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respectivamente. Los receptores AMPA tienen una baja afinidad pero un mecanismo de
apertura rapido, por el contrario los receptores NMDA tienen una alta afinidad; sin
embargo, su mecanismo de apertura es lento ya que se requiere una previa
despolarizacion de la célula para liberar el ion Mg?* que bloquea al canal [Danbolt, 2001].
La tercera familia estd conformada por receptores metabotrépicos, acoplados a proteina
G, la cual se subdivide en los grupos | (IMGIUR 1 y mGIuR 5), Il (mGIuR 2 y mGIuR 3) y llI
(mGIuR 4, mGIuR 6 y mGIuR7). El grupo | se encuentra acoplado a la fosfolipasa C
mientras los grupos Il y lll estdn negativamente acoplados a la adenilato ciclasa [Danbolt,
2001].

Para evitar que se acumule el glutamato en el espacio extracelular existen diferentes
mecanismos celulares que se encargan de mantener a este aminoacido en
concentraciones del orden de 5-10 mmol/Kg. Dentro de estos mecanismos figuran los
transportadores dependientes de Na® presentes en diversas poblaciones celulares del
cerebro, los cuales poseen grandes ventajas cinéticas, de afinidad y de expresién sobre
transportadores independientes de Na®. Existen al menos 5 tipos de transportadores
(EAAT1-EAATS) los cuales son denominados transportadores de aminoacidos
excitadores (EAAT por sus siglas en inglés) y que se encuentran distribuidos en astrocitos
(EAAT1, EAAT2), neuronas (EAAT3), células piramidales del hipocampo, corteza vy
neuronas GABAérgicas (EAAT3, EAAT4) y en la retina (EAATS) [Arriza et al., 1997]. El
modo en el que operan estos transportadores es mediante un simporte con 3 moléculas
de Na', 1 molécula de H" y 1 molécula de glutamato y un antiporte con 1 molécula de K*
[Danbolt, 2001] (Figura 5).
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Figura 5. Transporte y metabolismo de glutamato entre las células del sistema nervioso central.
Cuando el glutamato es liberado de la neurona presinaptica, este puede unirse a sus receptores
AMPA, NMDA y metabotrdpicos en la neurona post-sindptica o bien ser retirado del espacio
sindptico por medio de los transportadores EAAT2 y EAAT4. El receptor EAAT2 introduce el
glutamato a la célula utilizando la energia de la bomba Na’/K’. Una vez que el glutamato se
introduce a la célula puede ser metabolizado a su precursor, la glutamina o almacenarse en
vesiculas. Abreviaciones: GIuN (glutamina), GluNasa (glutaminasa), GIuN sintetasa (glutamina
sintetasa), L-Glu (L-glutamato), mGlu (receptor metabotropico de glutamato), EAAT (transportador
de aminoacidos excitadores), AMPA (acido a-amino 3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico) y
NMDA (N-metil D-aspartato). Tomada y modificada de Benarroch, 2010.

4.2.2 Dafio por exceso de glutamato
La excitotoxicidad se define como la aparicién de efectos tdxicos en la célula después de
gue se ha prolongado la sobreactivacion de los receptores de aminoacidos excitadores
por una acumulacion excesiva del glutamato en el espacio extracelular [Mehta et al.,
2013; Lipton, 1999]. La excitotoxicidad es un evento que aparece en las primeras etapas
de la disminucion de la perfusion sanguinea en el accidente isquémico y conlleva a la

aparicion de eventos que contribuyen al dafio celular [Dirnagl et al., 1999]

Durante las primeras etapas de anoxia/hipoxia y de hipoglicemia la liberacion del
glutamato hacia el espacio extracelular se favorece por la activacién de canales de Ca**
dependientes de voltaje y por exocitosis [Lipton, 1999]. La prematura acumulaciéon de
Ca®" acelera la liberacion de vesiculas que almacenan este neurotransmisor hacia el

espacio extracelular. A su vez los niveles de ATP que se conservan inicialmente en el
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accidente isquémico permiten que la exocitosis sea otro mecanismo por el cual el
glutamato es liberado. Por otro lado, en etapas tardias del accidente isquémico la falla
energética hace que la liberaciébn del glutamato sea un proceso completamente
independiente de Ca®*, mediante la reversién de transportadores dependientes de Na®,
los cuales han sido mencionados previamente [Nishizawa, 2001]. Este proceso se ve aln
mas favorecido porque no depende de la cantidad de ATP en la célula y utiliza solamente

el gradiente i6nico que se genera en las células.

La alteracion en la expresion de los transportadores de glutamato en células CAl del
hipocampo se ha propuesto como un mecanismo potencial en la excitotoxicidad. Bruhn y
colaboradores [2000] demostraron que en las primeras 24 h de reperfusion en ratas,
existe una disminucién en los niveles de mMRNA de EAAT2 la cual persiste hasta 4 dias

después.

Para que el glutamato pueda ejercer su efecto en los receptores post-sinapticos del tipo
NMDA es necesario que exista una previa despolarizacion de la célula, esta
despolarizacion permite que el Mg®" que bloquea el canal del receptor se libere,
favoreciendo que los iones Ca* y Na* puedan entrar a la célula y que el K* sea expulsado
cuando el receptor se activa por union con el glutamato. Por otro lado, la activacion de los
receptores AMPA incrementa el flujo de iones Na® y K" dentro y fuera de la célula,
respectivamente y como consecuencia se incrementa la entrada de Ca*, la cual es
mediada por canales de Ca? sensibles a voltaje (VSCC por sus siglas en inglés)
activando indirectamente a los receptores NMDA que aln permanecen bloqueados por
Mg** [Dirnagl et al., 1999].

El resultado final de la activacion de los receptores ionotropicos y metabotropicos conduce
a la elevacion de los niveles citosélicos de Ca®', el cual puede participar en diferentes

procesos que llevan a la muerte celular.

4.3 Incremento en los niveles de Ca®*
El metabolismo del Ca*" dentro de la célula es un proceso que se encuentra regulado
principalmente por mecanismos que se encargan de introducirlo y expulsarlo; ademas de
los encargados de secuestrarlo dentro de 6érganelos celulares como el reticulo
endoplasmico y la mitocondria. De manera normal las concentraciones de Ca* libre en

citosol y espacio extracelular son de 0.1 pmol/L y de 1000 pmol/L, respectivamente. Sin
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embargo, la concentracion intracelular de Ca?* es de 1000 umol/L, por lo que alrededor del
99% se encuentra unido a proteinas, fosfolipidos o almacenado en los calciosomas del
reticulo endoplasmatico o secuestrado en la mitocondria [Kristian y Siesjo, 1997]. De esta
manera la regulacion en los niveles intracelulares de Ca®* depende de antiportadores
presentes a nivel de membrana citoplasmatica como los receptores NCX y la ATPasa de
Ca®'/H" y de simportadoras presentes en las membranas de la mitocondria y del reticulo
endoplasmico como las proteinas LETM 1 y MCUL. Sin embargo, durante el accidente
isquémico estos mecanismos se ven sobrepasados por los responsables de introducirlo al
citosol o bien de liberarlo de los compartimentos intracelulares en donde se encuentra
presente. Por ejemplo, canales dependientes de voltaje y los receptores ionotrépicos
NMDA presentes a nivel de membrana, la reversion en la actividad de las bombas que se

encargan de expulsarlo y de otros canales previamente discutidos [Besancon et al., 2008].

Dentro de los efectos que tiene el Ca®*" dentro de la célula se encuentran la activacion de
enzimas proteoliticas que degradan la actina, la espectrina y la laminina presente en la
matriz extracelular. También se activan enzimas como la fosfolipasa A, provocando que
exista un incremento en la produccion de ERO y por consiguiente dafio en las estructuras

celulares que conducen a la muerte celular [Dirnagl et al., 1999].

4.4 Estrés oxidante
El estrés oxidante es el estado de desbalance entre la produccién de radicales libres,
particularmente las ERO y la capacidad del organismo de defenderse en contra de ellas,

provocando dafio oxidativo progresivo [Alexandrova et al., 2005].

Un radical libre se define como una molécula o &tomo que contiene uno o mas electrones
no apareados, que puede existir en forma independiente. Una ERO es un término que
incluye a radicales de oxigeno como el radical superoxido (O,"), el hidroxilo (OH-), el
peroxilo (ROy) y el hidroxiperoxilo (HO;) y oxidantes no radicales como el peroxido de
hidrégeno (H,0.,), el acido hipocloroso (HOCI) y el ozono (Os) [Bayir, 2005].

Los radicales libres se consideran como moléculas con una alta reactividad ya que tienen
la capacidad de reaccionar con moléculas radicales no radicales. Las reacciones con

estas Ultimas se caracterizan por ser reacciones en donde la molécula no radical se
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convierte en radical; la reaccién tiende a ser en cadena originando cada vez mas

radicales y la velocidad de la reaccion depende de la naturaleza del radical libre.

El dafio producido por las ERO incluye la oxidacion de moléculas como el DNA, los
fosfolipidos de las membranas y las proteinas. El dafio al DNA por ERO genera
alteraciones en una base nitrogenada, rompimientos de cadenas, entrecruzamiento de
DNA-proteina, deleciones en la secuencia de nucleétidos generando sitios apuricos y
apirimidicos [Bayir, 2005]. Sin embargo, la modificacion més importante que sufre el DNA

es la hidroxilacion de la guanina, produciendo 8-hidroxil-2’-desoxiguanosina.

En los fosfolipidos de membrana el dafio producido se debe a la reaccidén que existe entre
las ERO como el OH- y las cadenas de acido grasos polinsaturados, los productos finales
de estas reacciones son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE) [Bayir,
2005].

Las proteinas también son susceptibles al dafio por ERO. Las modificaciones
estructurales que se observan con mayor frecuencia en estas biomoléculas son la
oxidacién de aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina, la produccién de
radicales tiol, la formacién de metionina sulféxido y la aparicion de puentes disulfuro
[Bayir, 2005].

El cerebro es un 6rgano muy susceptible a la produccién y al dafio por ERO,
principalmente por su metabolismo altamente oxidativo, su bajo contenido de enzimas
antioxidantes y por su alto contenido de &cidos grasos en las membranas celulares
[Olmez y Ozyurt, 2012]

La produccion de ERO se ha vinculado con el desarrollo y la aparicion de diversos
desérdenes neuroldgicos y la disfuncion cerebral. Dentro de estas afectaciones destacan
las enfermedades neurodegenerativas y el accidente isquémico cerebral. En el accidente
isquémico cerebral se ha visto que durante la reperfusién, la produccién de ERO se ve
incrementada. Esto se debe a que el oxigeno puede ser utilizado como sustrato de
reacciones enzimaticas oxidantes y ademas induce el estallido respiratorio mitocondrial
[Chan, 1996].
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4.3.1 Formacion de ERO
En el accidente isquémico la principal ERO que se forma a partir de la reduccion del
oxigeno molecular es el O,” (Reaccién 1) a partir del cual se generan otras especies
como HO,', H,0O, y el OH".

NADPH ox

X.0 Reacciéon 1
0, +e—— 0,~

Esta reaccion es catalizada por las enzimas NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (X.0) o

a través de la cadena mitocondrial transportadora de electrones [Olmez y Ozyurt, 2012].

El O,- no es un oxidante altamente reactivo pero tiende a tener una vida media mayor a
la de otros radicales. El O,-  es neutralizado en la célula a H,O, por cualquiera de las tres
isoformas de la enzima superdxido dismutasa (SOD) (Reaccién 2), que son la
citoplasmatica dependiente de Cu y Zn (CuzZn-SOD), la mitocondrial dependiente de Mn
(Mn-SOD) y la extracelular dependiente de Cu y Zn (EC-SOD) [Chan, 1996].

O, + 02“&, H,0, Reaccién 2

El H,0, formado se descompone a H,O y O, por medio de las enzimas catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPx) (Reaccion 3), esta ultima oxida al glutation reducido (GSH), el
cual es nuevamente regenerado por la enzima glutatién reductasa (GRx) a expensas de la
oxidacién del cofactor NADPH [Chan, 1996]. Sin embargo, el H,O, puede formar el radical
OH- a través de la reaccion de Haber-Weiss (Reaccién 4).

CAT

H,0, ap » H,0+0O, Reaccién3
X

0, + H,0p ———— > OH + OH + O,  Reaccién 4

La reaccion se ve favorecida en presencia de metales como el Fe?', en donde la oxidacién
de este metal produce una gran cantidad de OH’, en una reaccién que es conocida como

reaccion de Fenton (Reaccion 5) [Flora, 2009].
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Fe?* + H,0, ———» Fe*' + OH + OH-  Reaccién 5

Otra fuente de OH' es a partir de la descomposicion del peroxinitrito (ONOQO") (Reaccion
6), el cual se forma de la reaccién entre el O,- vy el 6xido nitrico (NO-) (Reaccién 7). El
NO" proviene de la reaccién catalizada por la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (Reaccion 8)

ONOO" ——> OH- + NO,

Reaccién 6
0, + NO——— > ONOO" Reaccion 7
eNOS
L-Arginina » NO- + Citrulina  Reaccién 8

EI ONOO es un poderoso prooxidante que puede interactuar con la SOD para formar un
intermediario parecido a nitronio (nitronium-like intermediate), el cual es capaz de nitrar
residuos de tirosinas de otras proteinas [Chan, 1996; Beckman et al., 1992]. A su vez el
ONOO se puede degradar rapidamente a OH- y a radical diéxido de nitrégeno (NO,-). El
radical OH- tiene la capacidad de iniciar la peroxidacion de lipidos, la oxidacion de

proteinas y el dafio al DNA.

4.3.2 Fuentes de ERO
Durante el accidente isquémico la produccion de ERO tiene una cinética que ha sido
completamente definida. Se ha demostrado que la produccion de ERO se localiza al inicio
del evento isquémico y continla aumentando de manera gradual hasta que alcanza un
pico maximo en el inicio de la reperfusion, posteriormente comienza a disminuir hasta que
alcanza sus niveles basales [Olmez y Ozyurt, 2012]. En estudios recientes se han
identificado las principales fuentes de ERO y ERN que intervienen durante la isquemia
cerebral, asi como los factores que favorecen su produccién. Dentro de estas fuentes se
encuentran los cambios en el pH intracelular, la liberacion de moléculas pro-oxidantes
como el Fe unido a proteinas, las conversiones enzimaticas, la activacion de enzimas pro-

oxidantes y la disfuncion mitocondrial [Manzanero et al., 2013].

La disminucién del pH intracelular induce la produccion de estrés oxidante al inactivar las
defensas antioxidantes de la célula y al liberar el Fe unido a las proteinas, el cual actuar

como un agente pro-oxidante al intervenir en la reaccién de Fenton. Ademas, la toxicidad
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desencadenada por el glutamato se favorece ante la disminucidon del pH intracelular

[Manzanero et al., 2013].

Una fuente de radicales libres como el O," es el metabolismo de los acidos nucleicos
provenientes del dafio al DNA. Los &cidos nucleicos se metabolizan por medio de la
enzima fosforilasa de nucle6tidos de purina para generar xantina e hipoxantina, la cual se
metaboliza a urato por medio de la xantina oxidasa (XO) con la produccion de O,".
Esta enzima proviene de la degradacion proteolitica de la xantina deshidrogenasa, la cual

es incapaz de producir radicales libres [Lipton, 1999]

El metabolismo oxidativo del &cido araquidénico representa otra fuente de radicales libres
durante la isquemia cerebral. Como se ha mencionado, el cerebro se caracteriza por tener
una gran cantidad de acidos grasos en las membranas celulares; los cuales, son
degradados por accion de la enzima fosfolipasa A,, que se activa por el incremento en los
niveles de Ca?" intracelular. El 4cido araquidénico formado se metaboliza a eicosanoides
como la prostaglandina G, (PGG,) por medio de la enzima ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). La
PGG, rapidamente se peroxida a prostaglandina H, con la formacién de O, [Lipton, 1999;
Bolafios et al., 2009].

Por su parte la mitocondria juega un papel muy importante como fuente de ERO y ERN en
la isquemia cerebral. Como se ha discutido previamente, el cerebro es un 6rgano que
requiere una gran cantidad de ATP para conservar la homeostasis ionica de las células,
por lo cual la obtencién de energia en forma de ATP depende de la actividad mitocondrial.
La mitocondria en condiciones normales es capaz de producir una pequefia cantidad de
O, proveniente de la filtracion prematura de electrones al O, en los complejos | y lll. Sin
embargo, la cantidad de O, producido en la mitocondria se eleva en la isquemia cuando
en el complejo 1, el NAD" se reduce a NADH y los electrones regresan al sitio donde se
encuentra el flavin mononucléotido en donde se favorece la produccion de O,7; también la
coenzima Q en su forma reducida regresa al complejo | y reducir al NAD" permitiendo que
se produzca O,°, este proceso es conocido como transporte reverso de electrones
[Bolafios et al., 2009]. En el complejo lll, la produccién de O,” se presenta cuando el ciclo
Q se inhibe por las condiciones fisiolégicas relacionadas con la isquemia [Bolafios et al.,
2009]. El radical O, tiene una vida media muy corta, ademas rapidamente es dismutado
por accion de la MnSOD hacia H,0,, el cual reacciona con Fe®* para producir OH y
generar dafio oxidante. Esta produccion de O,” y su interaccién con otras ERO en la

mitocondria origina la produccion de otros radicales como el ONOO'™ el cual genera dafio
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en estructuras mitocondriales e incrementa el nimero de sefiales que conducen a la

muerte celular.

El radical NO' también juega un papel muy importante en el dafio producido por las ERO y
las ERN en la isquemia cerebral. Este radical se forma por medio de la reaccion
catalizada por la enzima NOS la cual presenta distintas isoformas en el cuerpo [Alderton
et al., 2001].

En condiciones normales el NO' es indispensable para la dilatacibn de los vasos
sanguineos, incluso se ha propuesto que actua como un agente protector durante los
accidentes isquémicos. Sin embargo, su sobreproduccién favorece la formacién de otros
radicales que son mas reactivos y dafiinos para los componentes celulares, como el
ONOQO, el cual tiene un pKa de 6.8, por lo tanto rapidamente se protona en condiciones
de pH fisiolégico, formando el 4cido peroxinitroso (ONOOH), el cual tiene una vida media

de 1-2 s por lo que se disocia rapidamente a radical OH' [Bolafios et al., 2009].

4.5 Muerte celular
Los mecanismos de muerte celular que se han identificado en el accidente isquémico son
la necrosis, la apoptosis y la autofagia. Los tres mecanismos se desarrollan como una
consecuencia de todos los eventos metabodlicos y moleculares que la célula sufre durante
la cascada isquémica. La duracion y el efecto de estos eventos predispone a la célula a
morir particularmente en una u otra forma. La necrosis es un tipo de muerte celular
caracteristico de neuronas y otros tipos celulares del nlcleo isquémico, ya que las células
se lisan y se libera su contenido al medio extracelular. Las condiciones de hipoxia/anoxia
e hipoglicemia conducen a una disminucion en la produccion de metabolitos relacionados
con la energia celular, conduciendo a la célula a morir por necrosis. Se ha demostrado
gue la mitocondria juega un papel muy importante en la necrosis debido a los cambios
metabdlicos y estructurales a los cuales se ve sujeta en la isquemia. Uno de los cambios
estructurales méas importantes que sufre la mitocondria es la formacion del poro de
transicion de la permeabilidad mitocondrial, el cual es un complejo protéico conformado
por tres péptidos: la adenina nucledtido translocasa, un canal dependiente de voltaje para
aniones y la ciclofilina D. Este complejo protéico se inserta en la membrana interna de la
mitocondria, disminuyendo su permeabilidad de manera que transitan a través de ella
solutos con un peso de 1.5 kDa [Sims y Muyderman, 2009] provocando que exista un

desacoplamiento del gradiente electroquimico responsable de la produccion de ATP. La
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apertura de este poro depende de la cantidad de Ca?** que interacciona con la mitocondria
y de las ERO. La disminucion de ATP en el citosol y la activacion de enzimas liticas
dependientes de Ca®" llevan a la célula a morir por necrosis [Durukan y Tatlisumak, 2007].
La apoptosis es un tipo de muerte celular que se caracteriza por ser ordenado y no
promover la inflamacién. A diferencia de la necrosis, en la apoptosis no hay una ruptura
de la membrana celular de manera que cursa sin liberarse el contenido de la célula.
Morfologicamente se caracteriza por una fragmentacion del material genético en
fragmentos de 180-200 pb y por producir “blebbing” de la membrana celular [Elmore,
2007].

En la zona de penumbra, las células mueren con mayor frecuencia por apoptosis, siendo
la via intrinseca la que tiene mayor predominio. La muerte por apoptosis de las células
presentes en la penumbra se da por dos mecanismos: la apoptosis dependiente de
caspasas Y la apoptosis independiente de caspasas [Sims y Muyderman, 2010].

La apoptosis dependiente de caspasas comienza cuando se liberan moléculas
apoptogénicas, como el citocromo C, al citosol. El citocromo C interacciona con un
complejo de proteinas conocidas como factor activador de proteasas apoptoticas (APAF-
1) y la pro-caspasa 9 formando un complejo proteico conocido como apoptosoma. El
apoptosoma degrada a la pro-caspasa 9 para activarla y puede degradar a otras
caspasas ejecutoras como la caspasa 3 y la caspasa 7. Las caspasas ejecutoras se
encargan de activar a la DNAasa activada por caspasas (CAD) para que se transloque al
ndcleo y comience a degradar el material genético, provocando condensacion de la
cromatina. En condiciones normales, las caspasas se encuentran inhibidas por proteinas
conocidas como inhibidoras de proteinas apoptoticas (IAP), para inhibir el efecto de las
IAPs de la mitocondria se liberan otras dos proteinas: el segundo activador de caspasas
derivado de mitocondria/proteina de bajo punto isoeléctrico de unién directa a IAP
(Smac/DIABLO por sus siglas en inglés) y la endoproteasa Omi regulada por
estrés/proteina A, con requerimiento de alta temperatura (Omi/HtrA,). Estas proteinas se
encargan de bloquear y degradar a las IAPs, especialmente XIAP, que es el miembro mas
potente de la familia [Sims y Muyderman, 2010].

Una vez que la caspasa 3 ha sido activada, la via ejecutora de la apoptosis es favorecida
donde los principales sustratos blanco de la caspasa 3 son la enzima polimerasa de
poli(ADP-ribosa) (PARP), la proteina de citoesqueleto alfa fodrina, la proteina nuclear
NUMA, la gelosina, entre otras que son degradadas y que conducen a la célula a sufrir los

cambios morfol6gicos y bioguimicos caracteristicos de la apoptosis [ElImore, 2007].
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Por otro lado, la apoptosis independiente de caspasas es inducida por una proteina
integral de la membrana interna de la mitocondria conocida como factor inductor de
apoptosis (AIF). Esta proteina se libera por protedlisis al citoplasma, ahi interacciona con
la ciclofina Ay se transloca al nucleo celular en donde degrada el material genético.

Para que estas dos vias de la apoptosis tengan lugar en la célula, es indispensable que la
mitocondria sufra un cambio en su estructura de manera que puedan exportarse al citosol
todos los componentes apoptogénicos, este cambio estructural es precisamente la
formacion de un poro con mayor permeabilidad que el poro de transicion mitocondrial. Se
ha demostrado que el poro esta compuesto por proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2
como Bim, Bax, Bid y Bad [EImore, 2007].

5 Mecanismos antioxidantes

El cerebro resulta ser un érgano muy susceptible al dafio por estrés oxidante, por su alto
consumo de oxigeno, su alto contenido de acidos grasos insaturados presentes en las
membranas celulares, su contenido de hierro en forma libre en diferentes zonas del
cerebro y porgue a diferencia de otros 6rganos tiene una disminuida cantidad de defensas
antioxidantes [Olmez y Ozyurt, 2012].

Un antioxidante es una sustancia capaz de prevenir o disminuir la oxidacion de las
moléculas [Flora, 2009]. Los antioxidantes pueden proteger contra el dafio oxidante a
través de tres distintos mecanismos: atrapando especies reactivas y reaccionando con
ellas (antioxidante directo), quelando metales que participan en reacciones en donde se
producen especies reactivas [Flora, 2009] e induciendo mecanismos que incrementen la
actividad de otras defensas antioxidantes (antioxidante indirecto). De acuerdo a su
naturaleza los antioxidantes se clasifican en dos grupos: los antioxidantes no enzimaticos
como el a-tocoferol, el ascorbato, los carotenos, el glutation, la tioredoxina, entre otros y
los antioxidantes enzimaticos como la SOD, la GPx, la GRXx, etc [Flora 2009].

El a-tocoferol o vitamina E, es un antioxidante liposoluble presente en las membranas
celulares y cuya principal funcion es evitar la lipoperoxidacion. El a-tocoferol reacciona
con diferentes clases de moléculas oxidantes y radicales libres como el radical peroxilo
(ROO), el radical CCl3, el OH" y el O,", el producto que se forma de estas reacciones se
conoce como radical tocoferoxil. Las interacciones que presenta el a-tocoferol con otras
moléculas antioxidantes son muy importantes, pues su efecto sinérgico disminuye aun

mas el dafio por lipoperoxidacion. Por ejemplo, el a-tocoferol previene la oxidacion de los
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enlaces conjugados del B-caroteno y ademas tiene un efecto sinergista con la enzima
GPx [Flora, 2009].

El acido ascoérbico o vitamina C, es otro antioxidante soluble en agua, que se encarga de
neutralizar radicales libres de manera directa. El &cido ascorbico es capaz de reaccionar
con moléculas radicales como el OH' y con moléculas oxidantes como el O, y el oxigeno
singulete. Una de las principales interacciones del acido ascérbico es con la forma
oxidada del a-tocoferol porque ayuda a regenerarlo. Sin embargo, existen estudios en
donde en presencia de metales en transicion, el acido ascoérbico actua como una molécula
pro-oxidante, aunque en estos estudios no se ha comprobado que este efecto pueda
tener influencia en la lipoperoxidacién [Flora, 2009].

El B-caroteno, es un pigmento presente en las plantas y precursor de la vitamina A, que
ha mostrado una alta capacidad de neutralizar el oxigeno singulete. Por otra parte la
vitamina A no tiene esta capacidad [Flora, 2009].

El glutatién (GSH) es un tripéptido formado por el acido glutdmico, la cisteina y la glicina.
Este péptido tiene distintas funciones dentro de la célula, las principales son actuar como
agente antioxidante, como agente detoxificante de xenobibticos y como agente que ayuda
a mantener el grupo sulfhidrilo de las proteinas en un estado reducido [Dringen, 2000].
Este tripéptido se sintetiza a partir de la conjugacion de los aminoacidos acido glutamico y
cisteina por accion de la enzima y-glutamilcistein sintetasa (GCS), formando el dipéptido
vyGluCys. Posteriormente, el dipéptido se conjuga con el aminoacido glicina, reaccion
catalizada por la glutation sintetasa, para formar el tripéptido del glutation [Dringen, 2000].
Una vez sintetizado, el GSH tiene distintos destinos metabdlicos dentro de la célula, uno
de ellos es su oxidacion cuando reacciona de manera directa con ERO o cuando funciona
como donador de electrones en la reaccion catalizada por la enzima GPx. El producto de
estas reacciones es la formacion del glutation oxidado, también conocido como glutation
disulfuro (GSSG), el cual es un sustrato de una flavoenzima conocida como GRx y que se
encarga de regenerar el GSH a partir de GSSG [Dringen, 2000].

En los dos mecanismos anteriores no existe un consumo neto de GSH en la célula,
porque se esta regenerando; sin embargo, cuando forma conjugados con xenobidticos a
través de la enzima glutatiéon-S-transferasa (GST), la cantidad de glutatién intracelular
disminuye y por lo tanto se genera mas GSH a través de su sintesis de novo [Dringen,
2000].
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En el grupo de defensas antioxidantes enzimaticas se encuentran las enzimas catalasa,
superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRX) y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) [Mori et al., 1994].

La SOD es una enzima que cataliza la conversion o dismutacion del O,” a una molécula
de H,O, y a una de O, (Reaccién 9). En el cuerpo humano existen tres diferentes
isoformas de la enzima, que se encuentran distribuidas de manera diferente en los
compartimentos celulares y extracelulares.

La SOD 1 es una enzima homodimérica de un peso molecular de 32.5 kDa, se encuentra
codificada por el gen SOD 1 y en su sitio activo tiene un centro metalico conformado por
cobre y zinc (Cuzn SOD). Esta enzima se localiza principalmente en el citoplasma de las
células.

La SOD 2 es la isoforma que se encuentra localizada principalmente en la mitocondria,
tiene un peso molecular de 95 kDa, y en su centro activo contiene manganeso (MnSOD).
Esta enzima se encarga de destruir el O,” proveniente de la filtraciébn de electrones
prematura al O, en la cadena respiratoria mitocondrial.

Finalmente, la SOD 3 es una isoforma localizada en el espacio extracelular y que al igual

gue la SOD 1 en su sitio activo cuenta con los metales Cuy Zn.

SOD-Cu?* + 0,~ » SOD-Cu!*+0,

Reaccion 9
SOD-Cu'* + 0,~ » SOD-Cu’' +H,0,

La catalasa es una enzima presente en todos los organismos aerobios y en algunos
organismos anaerobios, su principal funcién consiste en la degradacion del H,O, en H,O y
0O,. Lareaccion catalitica de esta enzima se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso
una molécula de H,O, oxida al Fe presente en el grupo prostético de la enzima,
generando Fe" y un radical catiénico de porfirina. En el segundo paso una segunda
molécula de H,0, reduce al compuesto radical de porfirina y al Fe" para regenerar a la
enzima y producir de manera global dos moléculas de H,O y una de O, (Reaccion 10). La
catalasa existe como una enzima con distintos grupos prostéticos, como catalasa con
gurpo hemo y catalasas sin grupo hemo [Switala y Loewen, 2002]. En el ser humano la
catalasa es una enzima que tiene un grupo hemo como grupo prostético [Putnam et al.,
2000].

\
2H,0, — 2H,0 + 0,
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Cat (Por-Fe*") + H,0,———— Cat' (Por-Fe*") + H,0 Reaccién 10

Cat'(Por-Fe*") + H,0,————® Cat (Por-Fe**) + H,0 + O,

La GPx es una enzima que se encuentra expresada principalmente en tejido hepatico y
eritrocitos, en menor cantidad le siguen el corazén y pulmén y con una disminuida
actividad en musculo esquelético [Chance et al., 1979]. La enzima cataliza la oxidacién de
dos moléculas de GSH y la reduccion de un hidroperéxido. EI mecanismo de reaccién
propuesto es muy parecido al de las peroxidasas que contienen un grupo hemo dentro de
Su estructura, en un primer paso la enzima reacciona con el hidroperoxido para llevar a la
enzima a un estado oxidado y el hidroperéxido en uno reducido. En el segundo paso las
dos moléculas de GSH se oxidan para regenerar a la enzima a su estado inicial y
producirse GSSG (Reaccion 11) [Chance et al., 1979]. Estructuralmente la GPx consta de

cuatro subunidades que contienen selenio en su centro activo.

GPx(red) + ROOH — » H,0 + ROH + GPx(0x)

GPx(0x) + 2GSH ———» GSSG + GPx(red) Reaccién 11

La GRx es la enzima encargada de regenerar GSSG a GSH con la oxidacion de NADPH
(Reaccién 12). El mecanismo de reaccién de la enzima propone que durante un primer
paso, el NADPH reduce al centro de FAD presente en el sitio activo de la enzima y los
equivalentes reducidos son transferidos a un puente disulfuro formado entre los residuos
Cysb8 y Cys63. En el segundo paso el ditiol producido reacciona con el GSSG aceptando
un electron para reducirse a GSH y a un complejo GS-Cys58. Finalmente, el complejo
GS-Cys58 se disocia cuando un grupo S de Cys63 lo ataca nucleofilicamente

produciendo otra molécula de GSH [Paiy Schulz, 1983].

GRx
GSSG + NADPH ——— » 2GSH + NADP Reaccion 12

La GST es la enzima que cataliza la reaccion de adicion del GSH a una especie electrdéfila
lipofilica generalmente derivada del metabolismo de xenobi6ticos. A esta enzima se le
atribuye la capacidad de detoxificar xenobidticos que son considerados como
carcindgenos o especies oxidantes que dafian tejidos [Atkins et al., 1993].

El mecanismo de reaccién enzimético propone que en el centro activo de la enzima existe
un residuo de tirosina que interacciona con el grupo tiol de la cisteina presente en el GSH,

de manera que el grupo fenil de la tirosina es capaz de sustraer el protén del grupo tiol



28

produciendo una especie nucledfila que reacciona con los electrofilos derivados del
metabolismo (Reaccion 13). Se ha demostrado que la tirosina presente en el centro activo
de la GST disminuye su pKa como una consecuencia del ambiente quimico en el que se
encuentra, principalmente influenciado por el residuo Arg21. Como consecuencia, a pH
fisiolégico la tirosina pierde un proton y en esta forma atrapa el proton del gupo tiol
presente en el GSH [Angelucci et al., 2005]

GST
> GS
GSH / \H+

\

>Reaccic’>n 13

GS +E" » GS—FE
_
6 Dialil disulfuro (DADS)

En los Ultimos afios ha existido un incremento en el interés por utilizar compuestos
presentes en los alimentos como posibles alternativas preventivas o terapéuticas
encaminadas a curar o tratar las enfermedades que afectan al ser humano. Uno de los
alimentos que ha recibido este interés es el ajo. Tradicionalmente esta especie se ha
utilizado como remedio para tratar diversos cuadros patol6gicos que aquejan al ser
humano; sin embargo, poco se sabia acerca de los compuestos responsables de tal
actividad bioldgica. En la actualidad se ha demostrado que los constituyentes del ajo
presentan actividad antitumoral, detoxificante, antioxidante, antibacterial, cardioprotectora,
entre otras [Tsai et al., 2012].

De acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas los componentes del ajo son clasificados
con base a su solubilidad en dos grupos. Los compuestos liposolubles son aquellos
presentes en el aceite de ajo y que derivan de la molécula alina. Mientras que los
compuestos hidrosolubles se encuentran presentes en el extracto de ajo envejecido, el
cual se obtiene por un proceso de inmersion de pedazos de ajo en alcohol o vinagre
durante varios meses, los compuestos obtenidos en este extracto difieren completamente
de aquellos presentes en el aceite de ajo y entre ellos se encuentra la S-alilcisteina y la S-
alil mercaptocisteina (Figura 6) [Tsai et al., 2012].

Dentro de los principales constituyentes del aceite de ajo se encuentran los
organosulfurados pertenecientes a la familia se los alil sulfuros como el dialil sulfuro
(DAS), el dialil disulfuro (DADS), el dialil trisulfuro (DATS), entre otros. Estos compuestos
provienen de la degradacion de la molécula alina, la cual en presencia de oxigeno es
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degradada a alicina por accién de la enzima alinasa [Tsai et al., 2012] y esta ultima se
descompone en los alil sulfuros siendo el DADS el segundo en abundancia (21.9% de 0.2-

0.5 mL en el aceite de ajo) [Fukao et al., 2004].

P e U N W s U N P

Dialil sulfuro Dialil disulfuro Dialil trisulfuro
o}
H,N
OH /\/S\s /\(COOH
S-alilcisteina S-alilmercaptocisteina

Figura 6. En el panel superior se muestran los compuestos organosulfurados del aceite de ajo y en la parte

inferior los compuestos del extracto de ajo envejecido.

El DADS es un compuesto cuya masa molecular es de 146.028 g/mol, su densidad es de
1.01 g/mL y su punto de ebullicibon es de 180°C. De acuerdo a sus caracteristicas
organolépticas es un compuesto liquido de color amarillento y de olor caracteristico al ajo.
Por sus propiedades moleculares es un compuesto no polar y por lo tanto solamente
soluble en etanol y aceites.

Poco se sabe de sus parametros farmacocinéticos, hasta la fecha Sun y colaboradores
[2006] determinaron los valores de la concentracion maxima (Cmax), el tiempo en el que
se alcanza esa concentracion (Tmax) y el area bajo la curva (AUC) (9335.8 ng/mL, 1.0
min y 91087.9 mg/L min, respectivamente) del compuesto cuando se administré en ratas
via intravenosa. Estos resultados demostraron que el compuesto presenté una mayor
absorcién con respecto al DATS, una menor eliminacion y una rapida fase de distribucion
comparado con el DATS

El DADS ha sido utilizado ampliamente en modelos de cancer debido a la actividad
antiproliferativa que ejerce en las células tumorales, principalmente por la induccion de
apoptosis [Lu et al., 2004]. También ha demostrado poseer actividad antibacterial,
disminuir los niveles de colesterol e inhibir la agregacion plaquetaria. Sin embargo, una de
sus propiedades biolégicas mas importantes es su actividad antioxidante. El DADS es un

compuesto que ha demostrado ser un agente antioxidante directo [Chung, 2006] al
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atrapar OH y H,0O, incluso de manera mas eficiente que la alina y la alicina, asi como
antioxidante indirecto al activar el factor Nrf2 e inducir la actividad de las enzimas de fase
2 [Chen et al., 2004].

7 Activacion del factor Nrf2
El factor de transcripcion nuclear Nrf2 ha sido ampliamente estudiado por estar
relacionado con el mantenimiento de la homeostasis celular a través de diferentes
mecanismos que regulan la diferenciacion, la proliferacion, el crecimiento y la apoptosis
[Bryan et al., 2013]. Ademas, se ha demostrado que es el regulador maestro del arsenal
antioxidante y detoxificante de la célula porque controla la expresion de genes que
codifican para enzimas de fase 1 y 2 y para las enzimas antioxidantes. Este factor de
trascripcion es considerado como una molécula blanco potencial que es regulada para el
tratamiento de diversas enfermedades como el cancer, la neurodegeneracion y las
enfermedades en donde el estrés oxidante juega un papel fundamental [Bryan et al.,
2013].
La proteina Nrf2 es identificada como una proteina relacionada con el factor nuclear
eritroide 2 (NF-E2), un importante regulador de la expresion del gen de la cadena de la B-
globina en células eritroides. Estructuralmente es una proteina conformada por 6
dominidos Neh (Neh 1- Neh 6), cada uno de los cuales se encuentra asociado con alguna
funcién regulatoria especifica (Figura 7A). Por ejemplo, el dominio Neh 2 es el encargado
de regular la interaccién con la proteina Keapl, los dominios Neh 4 y Neh 5 se asocian
con su actividad transcripcional y el dominio Neh 1 con la translocacion del factor al
nucleo [Bryan et al., 2013].
Hasta el momento el mecanismo de accidn mediante el cual se activa ha sido muy
estudiado; sin embargo existen controversias en cuanto a la compartamentalizacion del
proceso de regulacion, las modificaciones quimicas necesarias para activarse y los
mecanismos encargados de degradarlo [Li et al., 2012].
La activacion del factor Nrf2 es un proceso muy bien regulado, la presencia de especies
electréfilas u oxidantes dentro de la célula son una sefial que desencadena su activacion,
cuando esta sefial o estimulo desaparece el factor deja de activarse. Uno de los
componentes basicos en su activacion es la proteina Keapl (Kelch-like-ECH-associated
protein 1). Esta proteina es un homodimero de dos subunidades que se conforma por los
dominios BTB — encargado de la dimerizacion —, el dominio DC - asociado a la

interaccion con Nrf2 — y el dominio IVR-encargado de la unién a Cul3- (Figura 7B). Keapl
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forma un complejo con la proteina Cul3, de manera que se forma un complejo proteico
con actividad de ubiquitin ligasa, que es el encargado de regular la degradacién de Nrf2
[Uruno y Motohashi, 2011].

El mecanismo clasico de activacion y degradacion de Nrf2 propone que en condiciones
normales el factor se encuentra secuestrado en el citoplasma formando un complejo con
la proteina Keapl-Cul3 de forma que se favorece la poliubiquitinacién de Nrf2 por Cul3 y
su degradacion en el proteasoma S26 (Figura 7C). Cuando aparece un estimulo
adecuado que induce cambios en la estructura quimica de Keap 1 -especificamente la
oxidacién, nitracién o formacién de aductos con el glutation en sus residuos de cisteina
151, 273 ylo 288 - esta sufre cambios conformacionales que provocan que las
interacciones débiles entre los dominios DC y Neh 2 desaparezcan y entonces el factor
Nrf2 es liberado al nucleo, en donde se asocia con proteinas pequefas de la familia Maf
(MafG, MafK y MafF) y Jun (c-Jun, Jyn-D y Jun-B) [Kaspar, 2009] formando
heterodimeros, esenciales para estabilizar al factor Nrf2 y para que reconozca al elemento
de respuesta antioxidante (ARE), el cual es una secuencia de nucleétidos
(TCAG/CXXXGC) [Bryan et al., 2013; Uruno y Motohashi, 2011], presente en la region del
promotor de los genes regulados por el factor, iniciando asi su transcripcion (Figura 7D).
Ademas de la modificacion de los residuos especificos de cisteina en Keap 1, necesaria
para que se disocie de Nrf2, se requiere que exista una fosforilacion por la proteina cinasa
C (PKC) de Nrf2 en el residuo de Ser 40.

Union Regulacién UnidnaDNAya
aKeap de transcripcién proteinas Maf
Neh2 Neh4 Neh5 Neh6é Nehl Neh3
B Homodimerizacién Unién a Cul3 DC Unién a Nrf2
NTR BTB IVR DGR CTR

| |
C226 C257
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Enzimas de fase 2

Enzimas de fase 1

Nucleo

Figura 7. A) estructura lineal de la proteina del factor de transcripcion Nrf2, incluyendo sus principales
dominios y sitios de unién. B) estructura lineal de la proteina Keap 1 con sus principales dominios y sitios de
unién. C) Mecanismo de regulacion de la degradacion del factor de transcripcion Nrf2 unido al complejo

Keap1-Cul3. D) Mecanismo de activacion del factor Nrf2. A y B se tomaron y modificaron de Uruno y Motoshi,

2011. Cy D se tomaron y modificaron de Bryan y Olayanju, 2012.

No obstante se ha demostrado que existen otras rutas que regulan y degradan al factor de
transcripcion Nrf2 de manera independiente de Keapl [Bryan et al., 2013].

La autofagia de Keapl es una propuesta que sugiere que la proteina p62 (secuestosoma
1) se asocia a Keapl y promueve su ubiquitinacion y su posterior degradacién en el
proteasoma [Bryan et al., 2013]

Por otro lado, los eventos independientes a Keapl incluyen la regulacion a nivel
transcripcional, donde el propio factor Nrf2 es capaz de controlar su propia transcripcion.
Existe la presencia de elementos ARE y XRE (elemento de respuesta a xenobioticos)
presentes en la region del promotor del gen de Nrf2, apoyando la idea de que Nrf2 es
capaz de controlar su propia expresion cuando exista un incremento de especies
electréfilas provenientes de las enzimas de fase 1 transcripcionalmente reguladas por

XRE. La regulacion a nivel post-transcripcional se efectia mediante la accion de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olayanju%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23219527
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mircoRNA (miRNA) que modifican la maduracién, la degradacién y la transcripcion del
transcrito de Nrf2. Hasta el momento solo se han identificado 4 miRNA gue intervienen en
la regulacion de Nrf2 (miRNA-144, miRNA-28, miRNA-200 y miRNA-34) [Bryan et al.,
2013].

Finalmente, las modificaciones post-traduccionales son otro de los mecanismos
propuestos que regulan la activacién de Nrf2 de manera independiente a Keapl. Dentro
de las modificaciones post-traduccionales mas importantes que sufre Nrf2 se encuentran
las fosforilaciones y las acetilaciones. Las fosforilaciones ejercen un papel dual en la
regulacion de Nrf2, ya que la fosforilacion de diferentes residuos en los dominios Neh de
Nrf2 promueve la degradacion de Nrf2 o bien su disociacion de Keapl y su posterior
translocacion al ndcleo, aunque este Ultimo evento esta en discusion. Por ejemplo, la
fosforilacion del residuo Ser40 se ha discutido que es la principal sefal implicada en la
disociacion de Nrf2 y Keapl y su translocacion al nucleo; sin embargo, Liy colaboradores
[2012] observaron que la suplementacion de cultivos celulares con inductores de la
activacion de Nrf2, como el sulforafano, inhiben la fosforilacion de Nrf2 en el residuo
Ser40 a las 24 h de tratamiento y alin asi Nrf2 se encuentra presente en el nicleo. Las
principales cinasas que se han reportado son la proteina cinasa C (PKC), las tirosinas
cinasas (TK), la MAP cinasa (MAPK), la ERK, la PI3K/Akt, entre otras [Bryan et al., 2013].
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JUSTIFICACION

Las enfermedades cerebrovasculares representan una de las principales causas de
muerte a nivel mundial y en México, ocupando el segundo y el sexto lugar en las listas de
las principales causas de defuncion, respectivamente [Mathers y Loncar, 2005; INEGI,
2011]. Ademas, son la principal causa de discapacidad en personas que la padecen,
dejandoles inhabilitadas de realizar sus actividades cotidianas y al cuidado de alguien
mas afectando de manera primordial a las personas en edad econémicamente activa.

La principal forma de ACV que se presenta en la poblacién es el accidente isquémico, con
una incidencia del 85% de los casos totales [Maas y Safdieh, 2009]. Hasta el momento
solamente han sido aprobados por la FDA farmacos encaminados a resolver el problema
de la oclusién vascular (aterotrombosis 0 embolismo) que generan la isquemia. Tales
farmacos, como el activador tisular de plasminégeno recombinante (rt-PA), han
presentado escasos resultados positivos en la clinica debido a los efectos secundarios
gue presenta y a su disminuida ventana terapéutica, justificandose que es necesaria la
busqueda de otras alternativas terapéuticas.

El estrés oxidante juega un papel muy importante como una de las causas principales de
la muerte celular en el accidente isquémico, especialmente durante la reperfusion [Olmez
y Ozyurt, 2012]; ya que la entrada de oxigeno al tejido provoca que se generen y
acumulen ERO y ERN, las cuales pueden dafar proteinas, lipidos de membrana y acidos
nucleicos. Por ello, es importante encontrar alternativas terapéuticas que no solamente
estén encaminadas a resolver el problema vascular que genera la isquemia cerebral, sino
gue estén dirigidas a brindar citoproteccion al evitar que la célula muera y empeoren las
condiciones neuroldgicas del individuo que lo sufre [Roger, 2012; Hayes et al., 2003].
Debido a lo anterior se ha propuesto el uso del DADS, el cual se ha utilizado en diversos
modelos de enfermedades como el cancer o la isquemia in vitro [Koh et al., 2005]; sin
embargo, hasta el momento no existen reportes de estudios in vivo en modelos de
isquemia cerebral. Una de las ventajas que presenta este compuesto sobre otros
compuestos organosulfurados del ajo, como el DAS o el DATS, es que es un excelente
activador del factor de transcripcion nuclear Nrf2 [Chen et al., 2004], muestra mejores
parametros farmacocinéticos que el DATS como Cmax y AUC [Sun et al., 2006] y no
presenta toxicidad a altas dosis como el DATS. Por ello, que en este trabajo se evalud el
efecto del DADS sobre las alteraciones morfologicas, bioquimicas y neuroldgicas que se

inducen en un modelo de isquemia y reperfusion, cuando el compuesto es administrado al
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inicio del reto oxidante (inicio de la reperfusion). Ademas se estudié el mecanismo por el
cual el DADS probablemente ejercié su efecto protector, enfocandonos principalmente en

su capacidad de activar el factor de transcripcion Nrf2.
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HIPOTESIS

Si el estrés oxidante es un mecanismo importante que participa en la muerte neuronal en
la isquemia cerebral y el DADS es un compuesto que ha mostrado tener actividad
antioxidante directa e indirecta, entonces el grupo de animales tratado con DADS al inicio
de la reperfusion presentard una disminucion en las alteraciones morfolégicas tisulares,
neuroldgicas y bioquimicas, comparado con el grupo de animales que solamente se

sometan a isquemia y reperfusion (IR).
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OBJETIVOS

1. Objetivo General
Evaluar el efecto que ejerce el DADS sobre las alteraciones, bioquimicas,
conductuales e histoldgicas que se inducen en un modelo de isquemia/reperfusion
(IR) en rata.
2. Objetivos Particulares
e Seleccionar la dosis del DADS que ejerza un efecto protector pero no un
efecto toxico en los animales.
e Evaluar el efecto del DADS sobre el aspecto histologico del tejido cerebral
y las alteraciones conductuales cuando se induce el evento de IR.
e Evaluar el efecto del DADS sobre la activacion del factor Nrf2 en el evento
de IR.
e Evaluar el efecto del DADS sobre la actividad enzimatica de algunas
enzimas de fase 2 y sobre los niveles de glutatiéon en el tejido cerebral

después del evento de IR.
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METODOLOGIA

1. Reactivos

El DADS se obtuvo de LKT laboratorios (St Paul, MN, USA). El acido etilen diamino
tetraacético (EDTA), el Nonidet P-40, el tritdn, el reactivo de Folin-Ciocalteu, el acido (4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinoetano) sulfénico (HEPES), el ditiotreitol (DTT), el floruro de
fenilmetilsulfonio (PMSF), la glutation reductasa (GRXx), el NADPH, el orto-ftaldehido
(OPA), el acido fosforico, el glutation oxidado (GSSG), la N-etil-maleinimida (NEM), el
coktail inhibidor de fosfatasas y proteasas, la albimina y el GSH se obtuvieron de Sigma
(St Louis, MO, USA).

El kit de ELISA para detectar la activacion del factor Nrf2 se obtuvo de Active Motif
(Carlsbad, CA, USA).

Todos los demas reactivos que se usaron fueron grado analitico y se obtuvieron de

fuentes comerciales conocidas.

2. Animales
En el desarrollo del protocolo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con una masa
de 280 a 320 g, obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. Las ratas se colocaron en cajas de acrilico transparente, cuatro
por cada caja, con libre acceso a alimento (Laboratory Rodent Diet 5001; PMI Feeds Inc.,
Richmind, IN, USA) y agua ad libitum. Los animales se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (25°C + 3°C), humedad (50 £ 10%) e iluminacién (ciclos de 12
h de luz y 12 h de oscuridad). Todos los procedimientos que se realizaron en los animales
se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud.

3. Disefio experimental
Se realiz6 en dos fases, en la primera se determiné la dosis de DADS que ejerciera un
efecto protector pero no un efecto téxico sobre los animales después de la operacion a la
gue fueron sometidos para inducir la IR. Posteriormente, en la segunda fase se trabajo
con la dosis que cumplié con las caracteristicas previamente sefialadas de manera que se

cuantificaron diferentes pardmetros bioquimicos para determinar la proteccion brindada
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por el DADS.

Para seleccionar la dosis de DADS que ejerciera un efecto protector pero no téxico, se

utilizaron los siguientes ocho grupos de animales (n=4):

CT: Grupo control

CT DADS 25: Grupo control de DADS con una administracion via i.p de 25 mg/kg
CT DADS 50: Grupo control de DADS con una administracion via i.p de 50 mg/kg
CT DADS 75: Grupo control de DADS con una administracién via i.p de 75 mg/kg
IR: Grupo sometido a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion

IR + DADS 25: Grupo sometido a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusibn méas una
sola administracion via i.p de 25 mg/kg.

IR + DADS 50: Grupo sometido a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion mas una
sola administracion via i.p de 50 mg/kg.

IR + DADS 75: Grupo sometido a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion mas una

sola administracion via i.p de 75 mg/kg.

El DADS se administrd6 1 minuto antes del inicio de la reperfusion disolviendo el volumen
calculado de DADS en 200 pL de aceite vegetal (Figura 8).

Previo al sacrificio de los animales (24 h) se evalud la conducta tomando en cuenta 5
criterios. Los animales se anestesiaron con 500 pL de pentobarbital via i.p y se
perfundieron por via transcardiaca con SSI + heparina (500 mL/2 mL), seguido de una
solucion de paraformaldehido al 4% disuelto en PBS. Después de la perfusion se extrajo
el cerebro y se coloco en 25 mL de paraformaldehido 4% por 18 h para fijar el tejido y
realizar la tincibn con hematoxilina/eosina, para determinar la dosis protectora del
compuesto. Se conté el nimero de células por campo que mostraron alteraciones
morfolégicas en la zona de penumbra del estriado izquierdo a las 24 h del inicio de la

reperfusion.
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Figura 8. Esquema de administracion del DADS para la evaluacion del dafio histolégico en
animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion
Una vez que se obtuvo la dosis que mostrd un efecto protector sin toxicidad (25 mg/Kg),
comenzo la segunda etapa del protocolo en la cual se cuantificaron diferentes parametros
como la actividad de las principales enzimas de fase 2, los niveles de glutation, la

activacion del factor Nrf2 y se utilizaron los siguientes grupos de animales:

CT: Grupo control.

DADS: Grupo control de DADS con una administracién via i.p de 25 mg/kg

IR: Grupo con 1h de isquemia y tiempo variable de reperfusion como se mencionara a
continuacion.

IR + DADS: Grupo con 1 h de isquemia y tiempo variable de reperfusibn mas una sola
dosis via i.p de 25 mg/kg de DADS.

La administracion del DADS se realiz6 1 minuto antes del inicio de la reperfusion,
disolviendo el volumen calculado de DADS en 200 uL de vehiculo. Se determin6 en
corteza frontal ipsilateral la actividad de las enzimas CAT, GRx, GPxy GST (a las 24 h del
inicio de la reperfusion), los niveles de GSH (a las 4 h del inicio de la reperfusién) y la

actividad de Nrf2 a las 2 h del inicio de reperfusiéon (Figura 9).
Isquemia Oh 1h
[

— | ]
Reperfusion 2h 4 h 24 h
Nrf2 Act.
Enzimatica
CAT
GPX
DADS GRX
25 mg/Kg GST

Figura 9. Disefio experimental utilizado para determinar la activacion de Nrf2, los niveles de GSH y la
actividad de las enzimas CAT, GRx, GPx y GST

4. Induccion de laisquemia cerebral
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La induccién de la isquemia cerebral se realiz6 siguiendo el procedimiento utilizado por

Longa y colaboradores [1989].

Previo a la operacion, los animales fueron anestesiados en una camara con una mezcla
de isofluorano/O,/N, 2.5/20/80%. La cirugia comenz6 con una incision longitudinal de 1
cm en la region supraesternal en direccion cefalica para exponer la arteria carétida interna
(ACI), externa (ACE) y comun (ACC). Las arterias tiroideas, occipitales y pterigopaladina
fueron cauterizadas y cortadas. Posteriormente, se realizo una traccién con una sutura de
seda negra en la region distal del nacimiento de la ACE, se cauteriz6 y se cort6 por arriba
de la seda. De la misma manera se realiz0 traccion en la region del nacimiento de la
arteria carétida externa, omitiendo la cauterizacion. Por debajo de la sutura se coloc6 un
clip y se realiz6 una microincision en la arteria carétida externa en el espacio comprendido
entre las suturas, por donde se introdujo un filamento de Nylon (3-0) de 30 mm de longitud
para llegar a la arteria carétida interna, para bloquear el flujo sanguineo de la arteria

cerebral media, comenzando con el proceso de isquemia.

Transcurrido el tiempo de isquemia, el animal nuevamente se anestesié para retirarle el

filamento de Nylon, comenzando con la reperfusion.

5. Conducta
Para evaluar la conducta de los animales, se utilizé una bateria de 5 pruebas que
permitieron estimar el nivel de dafio inducido por el procedimiento quirdrgico sobre la
alteracion motora. Cuando el animal no mostraré alteracion en el desempefio de cada
prueba se asigné una calificacion de 0, mientras que la incapacidad para realizar la

prueba fue calificada como 1. Las pruebas utilizadas se mencionan a continuacién:

Evaluacién del movimiento espontaneo. Los animales fueron colocados sobre la superficie
de la mesa, y se observé que presentaran movimiento espontaneo en un periodo menor a
10 s.

Giros contralaterales. Se evaluaron colocando a la rata sobre una superficie plana y
tomandola de la base de la cola con una inclinacion de 45°, permitiendo que la rata tocara
la mesa con sus miembros delanteros. Las ratas con dafio comenzaron a dar giros hacia
el lado contrario al hemisferio cerebral en el que se indujo el evento de IR durante un

periodo de 30 s.
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Prueba de colgar. Se evalué tomando a la rata por la cola y elevandola a unos 30 cm de
la superficie de la mesa, observando la flexion del miembro delantero contralateral. Las
ratas con dafio isquémico flexionaron varias veces el miembro delantero contralateral,
mientras las ratas sin dafo extendieron ambas extremidades tratando de alcanzar la

superficie de la mesa.

Reflejo de agarrar. Se determiné tomando a las ratas de la base de la cola y acercandolas
tres veces a un cable. Las ratas sin dafio se sostuvieron del cable con ambos miembros

delanteros, mientras que las ratas isquémicas no pueden sostenerse del cable.

Prueba de sostenerse. Se realiz6 en aquellas ratas que pudieron agarrar el cable. Para
ello se evalu6 el tiempo en el que las ratas pueden permanecer sujetas al cable con las
extremidades delanteras, sin que utilicen la cabeza para apoyarse. Las ratas normales se
sostuvieron del cable por lo menos 10 s, las ratas con dafio isquémico se soltaron del

cable en menos de 3 s.

6. Histologia
Para la evaluacion histoldgica, transcurridas las 18 h de fijacion del cerebro en
paraformaldehido al 4%, los cerebros se colocaron de manera individual en cassettes de
inclusién comenzando con la deshidratacion del tejido para lo cual se utilizaron soluciones
de xilol y etanol en diferentes concentraciones. Finalmente los tejidos se incluyeron en
parafina enriquecida con polimeros de bajo peso molecular y se cortaron con un
micrétomo 820 Histo-Stat (American Instrument Exchange, Inc., Haverhill, MA, USA). Los
cortes (5 um) se realizaron en un plano coronal, iniciando en el estriado cubriendo una

distancia de 300 pm.

Los cortes se tifiieron en un tren de tincion de hematoxilina y eosina y fueron visualizados
con un microscopio (Leica, Cambridge, UK) utilizando el objetivo de 40X. Para obtener las
imagenes visualizadas se utilizé una cdmara DFC-300FX (Leica Microsystems Digital
Imaging, Coldhams, Lane, UK), con la cual se tomaron 5 fotografias por campo en la zona

de penumbra del estriado izquierdo.

Para el andlisis de las imdgenes se tomaron en cuenta aspectos de dafio celular como
picnosis, vacuolizacion citoplasmatica, dafio en la integridad del neuropilo, edema
intersticial, atrofia neuronal y presencia de muerte por necrosis. Los resultados se

expresaron como el porcentaje de células dafiadas por campo.
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7. Preparacion de los extractos nucleares
Los extractos nucleares se utilizaron para determinar la activacion del factor Nrf2 por
ELISA. Para ello, los animales fueron sacrificados 2 h después de la reperfusion y se
extrajo la corteza frontal izquierda la cual se homogeniz6 a 4°C con 500 pL de
amortiguador de lisis HB (HEPES 10 mM, KCI 10 mM, MgCl, 1.5 mM, DTT 1 mM, PMSF 1
mM, Nonidet P-40 0.5% e inhibidores de proteasas y fosfatasas 1X), se incub6 en hielo
por 15 min y se centrifugd a 850 x g a 4°C por 10 min. El sobrenadante, que corresponde
a la fraccion citoplasmatica, se separé en un tubo y se almacené a -70° para su uso
posterior. El pellet se resuspendié en 500 pL de amortiguador HB sin Nonidet P-40 y se
incubd 15 min en hielo. Después se afiadidé Nonidet P-40 a una concentracion final del

0.5%, se incubd 5 min mas y se agité 10 s en la mayor intensidad.

Posteriormente, la suspension se centrifugd a 14000 x g a 4°C por 2 min. El sobrenadante
se juntd con la fraccién citoplasmatica y el pellet, fraccion nuclear, se resuspendié en 50
ML de amortiguador de lisis completa (Complete Lysis Buffer) (TransAM Nrf2), se agit6é por
10 s en la mayor intensidad y se incub6 en hielo durante 30 min en un agitador orbital. Al
finalizar el tiempo de incubacidn la suspension se agité por 30 s en la maxima intensidad,
se centrifugd a 14000 x g a 4°C por 10 min y el sobrenadante que es la fraccion nuclear
se separ6 en dos alicuotas, una de 10 pL para cuantificar proteinas por el método de

Lowry y el resto se almacend a -70°C hasta su uso.

8. Activacion de Nrf2 por ELISA
Para cuantificar la activacion del factor de transcripcion nuclear Nrf2, se empleé un kit de

ELISA utilizando los extractos nucleares previamente descritos.

El fundamento de la cuantificacién del factor Nrf2 activo empleando el kit se basa en la
unién que se establece entre el factor activo y el oligonucle6tido que se encuentra unido a
la placa y que cuenta con la secuencia ARE. Posteriormente, se afiade un anticuerpo
primario capaz de reconocer al factor unido al oligonucleétido y para revelar se utiliza un
anticuerpo acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) que es capaz de reconocer el
fragmento Fc del anticuerpo primario. Al afadir el sustrato se produce una reaccion que

genera un producto colorido que puede ser facilmente cuantificado por colorimetria.

Para la cuantificacion se adicionaron 40 puL de amortiguador de union completa (Complete
Binding Buffer) a cada pozo y 10 pL de extracto nuclear diluidos en amortiguador de lisis

completa. Se emplearon 0.5 pL del control positivo provisto por el kit diluido en 9.5 pL de
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Complete Lysis Buffer. La placa se incubé en oscuridad durante 1 h a 100 rpm y al

finalizar el tiempo los pozos se lavaron tres veces con 200 pL de Wash Buffer 1X.

Se adicionaron 100 pL de anticuerpo primario anti-Nrf2 diluido 1:1000 en amortiguador de
unién del anticuerpo (Antibody Binding Buffer) 1X a cada pozo. La placa se incubd en
oscuridad durante 1 h, sin agitacion, a temperatura ambiente y al final los pozos se

lavaron tres veces con 200 puL de amortiguador de lavado (Wash Buffer) 1X.

Posteriormente, se adicionaron a cada pozo 100 pL de anticuerpo HRP-conjugado diluido
1:1000 en amortiguador de unién del anticuerpo, la placa se incubd 1 h a temperatura
ambiente sin agitacion y al finalizar el tiempo, cada pozo se lavé 4 veces con 200 pL de

amortiguador de lavado.

Para revelar la placa se adicionaron 100 pL de amortiguador de desarrollo (Developing
Buffer) a todos los pozos, incubando 15 min a temperatura ambiente protegiendo la placa
de la luz. Al terminar se adicionaron 100 uL de disolucién de parado (Stop Solution) y la
placa se ley6 en un lector de ELISA a 450 nm de longitud de onda durante los primeros 5

min.

Para el ensayo se emplearon 2 pozos como blanco, pozos como control positivo y un

pozo para cada muestra.

9. Actividad enziméatica

9.1 Preparacion de los homogenados
La corteza ipsilateral se homogeniz6 en 500 uL de amortiguador de lisis pH 7.9 (tris base
10 mM, NaCl 15 mM, sacarosa 0.25 mM, triton 1% e inhibidores de proteasas 1X). El
homogenizado se centrifugd a 14000 rpm por 20 min a 4°C y el sobrenadante se separé y

almacend a -70°C hasta su uso.

9.2 Cuantificacion de las proteinas
La cuantificacion de proteinas en las muestras se realiz6 siguiendo el método propuesto
por Lowry y colaboradores [1951] el cual abarca dos etapas. Durante la primera etapa se
lleva a cabo la reduccion del Cu?** en medio alcalino el cual se coordina con los grupos
amino de las proteinas para formar un complejo que exponga los grupos fendlicos de los
residuos de tirosina, serina y triptéfano. En la segunda etapa se adiciona el reactivo de

Folin (fosfomolibdato fosfotungstato) el cual es reducido por los grupos fendlicos
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expuestos en las proteinas, desarrollando un compuesto colorido que puede ser

cuantificado espectrofotométricamente.

Para el ensayo se realiz6 una curva de calibracion (5-50 pug/200 pL) de albumina. Las
muestras se diluyeron 1:50 y se preparé un blanco con agua destilada. A cada tubo se le
afiadié 1 mL de disolucion C (50 mL de disolucién de Na,COs; 2%, NaOH 0.4% vy tratrato
de sodio 0.02% mas 1 mL de CuSO,45%), se incub6 por 10 min a temperatura ambiente y
después se afiadieron 100 pL de reactivo de Folin 1 N con agitacién a cada tubo
incubando por 30 min a temperatura ambiente. Al finalizar las muestras se leyeron en un

espectrofotbmetro a 660 nm.

9.3 Actividad de la GPx
La cuantificacion espectrofotométrica de la actividad se basa en la reaccion que cataliza

midiendo la desaparicion de NADPH (Figura 10).

H,0,
GSH NADP
GPx ( GRx
GSSG NADPH
H,0

Figura 10. Reaccidn catalizada por la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GRx)

Para el ensayo, en un tubo de vidrio, se adicionaron 800 pL de mezcla de reaccion (EDTA
1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y GRx 1 U/mL en amortiguador
de fosfatos 50 mM pH 7), 100 uL de H,O, 30 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH
7 y 100 pL de muestra. Como blanco se utilizo amortiguador de fosfatos, también se
utilizé un tubo inespecifico al cual se le afiadieron 800 uL de mezcla de reaccién, 100 L
de H,0, y 100 pL de amortiguador de fosfatos. La absorbancia se determiné a 340 nm

midiendo por 150 s en intervalos de 30 s.

Para determinar la actividad enzimatica se calcul6 el promedio de los deltas de cada
muestra y del tubo inespecifico; se restd el valor del promedio del tubo inespecifico al de
la muestra, se multiplicé por un factor (0.16) y se dividi6 entre la cantidad de proteina

utilizada para el ensayo. La actividad calculada se expres6 como U/mg proteina.
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9.4 Actividad de la GRx
La cuantificacion espectrofotométrica de la actividad se basa en la reaccion que cataliza
midiendo la desaparicion del NADPH (Figura 10).

Para este ensayo se utilizaron 950 pL de mezcla de reaccion (EDTA 0.5 mM, GSSG 1.1
mM y NADPH 1 mM en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.6) mas 50 pL de muestra.
Como blanco se utiliz6 amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.6. La lectura de la

absorbancia se realiz6 a 340 nm por 120 s midiendo en intervalos de 15 s.

El calculo de la actividad enzimatica se realizé calculando el promedio de los deltas de
cada muestra, multiplicandolos por un factor (0.16) y dividiéndolos entre la cantidad de

proteina utilizada en el ensayo. Los resultados se expresaron como U/mg de proteina.

9.5 Actividad de la CAT

La cuantificacién espectrofotométrica de la actividad se basa en la reaccion que cataliza

midiendo la desaparicion de H,O, (Figura 11).

CAT
2H,0,— 2H,0 + O,

Figura 11. Reaccion catalizada por la catalasa (CAT)

Para el ensayo se utilizaron 725 pL de H,O, 30 mM (diluido en amortiguador de fosfatos
10 mM pH 7) y 25 uL de la muestra. Como blanco se utiliz6 amortiguador de fosfatos 10
mM pH 7. La lectura de la absorbancia se realiz6 a 240 nm por 150 s midiendo en

intervalos de 30 s.

El calculo de la actividad enzimatica se realiz6 obteniendo el logaritmo natural del
cociente del primer resultado de absorbancia entre el Gltimo resultado, el cual se multiplicé
por el reciproco del delta del tiempo, que fue de 150 s y finalmente este valor se dividid
entre la cantidad de proteina utilizada en el ensayo. Los resultados se expresaron como

K/mg de proteina.



47

9.6 Actividad de la GST

La cuantificacion espectrofotométrica de la actividad se realizé de acuerdo al método
utilizado por Habig y colaboradores [1974], el cual se basa en la medicién de formacion
del conjugado entre el GSH y el CDNB (Figura 12).

Cl

NO,
GST
GSH + » GSH-CDNB

NO,
CDNB

Figura 12. Reaccién entre el GSH y el 1-cloro 2, 4-dinitrobenceno (CDNB) para cuantificar la actividad de la

Glutation S-transfreasa (GST)

Para el ensayo se utilizaron 850 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5, 20 pL de
GSH 50 mM, 50 uL de CDNB [6mM] disuelto en etanol al 95% y 80 uL de la muestra.
Como blanco se utiliz6 agua destilada en lugar de la muestra adicionando los otros

reactivos. La lectura de absorbancia se realiz6 a 340 nm por 180 s en intervalos de 30 s.

El célculo de la actividad enzimética se realiz6 obteniendo el promedio de los deltas de
cada muestra, este valor se dividié entre 0.5 min y se dividié entre el valor del coeficiente
de extincién molar del CDNB que es de 9.6 x 10° M* cm™. Finalmente, este valor de
actividad total se dividi6 entre la cantidad de proteina que se utilizé para el ensayo. Los

resultados se expresaron como U/mg proteina.

10. Cuantificacion de los niveles de GSH
La cuantificacion de los niveles de GSH y GSSG se realizé siguiendo el método de Hissin
y Hilf [1976] donde se utiliza el OPA para formar un aducto fluorescente con el GSH o
GSSG en medio bésico (Figura 13). A su vez se calculd la razon de GSH/GSSG como

indicador de estrés oxidante en la célula.
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Figura 13. Reaccion del glutation reducido (GSH) y el glutatién oxidado (GSSG) con el o-ftaldehido
(OPA) para la cuantificacion del cociente de GSH/GSSG

Las muestras se congelaron utilizando nitr6geno liquido y se determind su masa.
Posteriormente, se homogenizaron con amortiguador fosfatos-EDTA 0.3/0.1 M pH 8,
utilizando el volumen necesario para obtener una dilucién 1:4 (masa/volumen). Al
homogenizado se le afadi6 1.0 mL de H;PO, 25% para precipitar proteinas y se
centrifugd a 3000 x g a 4°C por 15 min. Se separaron en dos tubos 500 pL de
sobrenadante para cuantificar GSH y el otro para GSSG. Al tubo donde se cuantificé el
GSSG se le afadieron 200 pL de NEM 0.4 My 4.3 mL de NaOH 0.1 My se incubd por 25
min a temperatura ambiente. Al tubo en donde se determiné la cantidad de GSH se le
afiadieron 4.5 mL de amortiguador de fosfatos-EDTA 0.3/0.1 M pH 8. A la par se prepar6
una curva de calibracion de GSH (0.2-4.0 pg/100 pL) y una de GSSG (0.2-4.0 pug/100 pL).
De la diluciéon de las muestras y de los estandares para construir la curva se tomaron 100
pL y se diluyeron en 1.8 mL del amortiguador de fosfatos-EDTA para cuantificar GSH yo
de NaOH 0.1M para cuantificar GSSG. Posteriormente, se afiadieron 100 puL de OPA 1
mg/mL y los tubos se incubaron por 15 min a temperatura ambiente y protegidos de la luz.
Finalmente, se depositaron 200 uL de cada tubo a cada pozo y la placa se ley6 a 420 y

350 nm de emision y absorcion, respectivamente.

11. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media +* error estdndar de la media (EEM). Los datos se
analizaron mediante ANOVA, seguido de una prueba de Tukey, usando el software Prism
5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS
1. Seleccién de la dosis mediante la evaluacion del dafio morfologico

El dafio producido por el evento de IR es notorio ya que se observa un mayor numero de
células picnoéticas, edema vasogénico y dafio al neurépilo en el grupo IR. La
administracién de DADS desde la dosis de 25 y hasta la de 75 mg/Kg de peso disminuyé
considerablemente el dafio medido como picnosis e integridad del neurépilo, el cual se
conservo con respecto al grupo IR. Sin embargo, es posible observar células con edema
citotoxico tras la administracion de DADS al inicio de la reperfusion (Figura 14, panel

superior).

La administracion de DADS por si solo a las dosis estudiadas no produjo dafio en las
células del estriado ni en el neurépilo. En algunas secciones del estriado de estos grupos

solamente se logran observar células con edema citotéxico (Figura 14, panel superior).

Estas observaciones se corroboraron al hacer la cuantificacion del dafio celular mostrado

en la figura 14, panel inferior.

El dafio celular producido en el estriado después de gue los animales fueron sometidos a
1 h de isquemia y 24 h de reperfusién fue muy notable, ya que el porcentaje de células
con dafio en el estriado fue de 92.88% con respecto al grupo control, donde se observé
un 15.2% de dafio celular. La administracion de las diferentes dosis de DADS al inicio de
la reperfusion disminuyé significativamente la cantidad de células con dafio morfoldgico
en un porcentaje muy similar. La dosis de 25 mg/kg disminuy6 un 40.27%, mientras que
las dosis de 50 y 75 mg/Kg disminuyeron el dafio en un 30.83 y 26.45%, respectivamente,
con respecto al grupo IR. Para evaluar el efecto téxico del DADS, se incluyeron 3 grupos
de animales a los que se les administraron las tres dosis estudiadas del compuesto (25,
50 y 75 mg/Kg). No se observé un efecto téxico con ninguna de las dosis, ya que los
animales que recibieron 25 mg/Kg mostraron un 17.23% de dafio, con la dosis de 50
mg/Kg se observé un 31.55% y con la dosis de 75 mg/Kg un 27.84%, con respecto al

grupo control (Figura 14, panel inferior).

Debido a que el efecto protector observado sobre el dafio morfolégico con las tres dosis
de DADS estudiadas fue muy similar, se eligié la dosis de 25 mg/Kg para realizar los

estudios posteriores.
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Figura 14. Efecto de diferentes dosis de DADS (25, 50 y 75 mg/Kg) sobre el dafio celular inducido
por 1 h de isquemia y 24 h de reperfusion (IR). Se muestran imagenes representativas tomadas a
40 X (panel superior). Las estrellas sefialan células sin dafio, los tridngulos nucleos picnoticos, las

flechas edema vasogénico y los asteriscos edema citotéxico. En el grupo IR se presenta una



disrupcion del neurdpilo con respecto al grupo control sefialado con un circulo. La gréfica muestra
la cuantificacién del dafio en los diferentes grupos (panel inferior). Los valores se expresan como la
media +EEM. ®P<0.05 vs CT y "P<0.05 vs IR

2. Conducta

Para determinar el efecto del DADS sobre el dafio neurolégico en animales sometidos a
IR se evaluaron 5 pruebas de capacidad motora y de reflejos a las 24 h de reperfusion.
Los animales sometidos a IR mostraron un aumento significativo en el déficit neuroldgico,
ya que presentaron giros contralaterales al lado de la lesién, flexibn de miembro anterior
contralateral y la incapacidad de sostenerse de un cable y permanecer sujeto por mas de
3 segundos. La administracion de DADS 25 mg/Kg al inicio de la reperfusion (grupo
IR+DADS) disminuy6 el déficit neuroldgico significativamente con respecto al grupo IR. El
grupo administrado con solo DADS no mostré una diferencia con respecto al grupo CT

sugiriendo que el compuesto no produce dafio neuroldgico (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del DADS 25 mg/kg sobre el déficit neurolégico en los animales sometidos a 1 h de
isquemia y 24 h de reperfusion (IR). Las pruebas evaluadas fueron habilidad motora, giros contralaterales al
lado de la lesion, flexion del miembro contralateral anterior, capacidad de agarrarse de un cable y
mantenimiento del agarre por mas de tres segundos. Se asigné una calificacion de 0 a la capacidad de
realizar una tarea y 1 a la incapacidad de realizarla o a la aparicion de un evento anormal. Los datos se

muestran como la media +EEM. ®P<0.05 vs CT y ®P<0.05 vs IR.
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3. Activacion del factor Nrf2

Para evaluar la activacion del factor de transcripcion Nrf2, se obtuvo el extracto nuclear de
la corteza ipsilateral después de 2 h de reperfusion y los niveles de Nrf2 se cuantificaron
utilizando el kit TransAM Nrf2.

Los animales sometidos a IR no mostraron cambios significativos en la activacion del
factor de transcripcion Nrf2 con respecto al grupo CT. Sin embargo, la administracion de
DADS incrementd de manera significativa la activacion del factor (0.0097 D.O/mg
proteina) con respecto al control (0.0068 D.O/mg proteina). Por otro lado, la
administracién del DADS al inicio de la reperfusion provocé un ligero incremento que no

fue significativo con respecto al grupo CT (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del DADS 25 mg/Kg sobre la activacion del factor de transcripcién Nrf2 en extractos
nucleares de corteza frontal de animales sometidos a 1 h de isquemia y 2 h de reperfusion (IR). La activacion
del factor Nrf2 se expresé como la densidad dptica (D.O) emitida por la sonda acoplada al anticuerpo por pg

de proteina en la muestra. Los datos se muestran como la media + EEM. ®P <0.05 vs Control.

4. Actividad enzimatica
La actividad enzimatica de la GPx y la GRx se midi6 en corteza ipsilateral a las 24 h de
reperfusion, mediante un ensayo espectrofotométrico en donde se determiné la oxidacion
del NADPH a 340 nm.
Se observo una disminucién en la actividad de la GPx en el grupo IR (0.26 + 0.016 U/mg
proteina) con respecto al grupo CT (0.57 + 0.092 U/mg proteina) pero no fue significativo.
Por otro lado, la actividad de la enzima se incrementé de manera significativa en el grupo

DADS (1.00 £ 0.13 U/mg de proteina) con respecto al grupo CT. También se observo que
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la actividad de la enzima se incrementé ligeramente en el grupo IR + DADS (0.46 + 0.054
U/mg proteina) en comparaciéon con el grupo IR, sin embargo dicho cambio no fue
significativo (Figura 17 A).

La actividad de la enzima GRx no mostré6 cambios significativos entre los grupos CT e IR;
sin embargo, el grupo tratado con DADS incrementé la actividad con respecto al (0.0044 +
0.0003 U/mg proteina) grupo CT (0.0027 + 0.0001 U/mg de proteina). Igualmente la
actividad de la enzima se encontré incrementada en el grupo IR + DADS (0.0040 + 0.0002
U/mg proteina) con respecto al grupo IR (0.0029 + 0.0003 U/mg proteina) (Figura 17 B).
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Figura 17.Efecto del DADS 25 mg/Kg sobre la actividad enzimatica de la glutatién peroxidasa (A) y la glutatién
reductasa (B) en homogenizado total de corteza frontal ipsilateral de animales sometidos a 1 h de isquemia y
24 h de reperfusion (IR). La actividad se determin6 espectrofotométricamente y se expres6 como actividad
especifica (U/ mg de proteina). Los datos se muestran como la media + EEM. P < 0.05 vs CTy P < 0.05 vs
IR

Por otro lado, las actividades de las enzimas CAT y GST no mostraron cambios

significativos entre los 4 grupos de animales (Tabla 1)

Tabla 1. Efecto del DADS 25 mg/kg sobre la actividad de las enzimas CAT y GST en corteza frontal ipsilateral
en animales sometidos a 1 h de isquemia y 24 h de reperfusién (IR). Los datos se muestran como la media +

EEM.
Grupo Actividad CAT (U/mg Actividad GST (U/mg
proteina) proteina)
CT 0.0039 + 0.0005 0.226 + 0.022
IR 0.0028 + 0.0002 0.294 + 0.042
DADS 0.0045 + 0.0001 0.287 £ 0.041
IR + DADS 0.0015 + 0.0005 0.251 +0.028
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5. Niveles de GSH

A pesar de que se observaron tendencias en los diferentes grupos (los cuales se
mencionan a continuacion) estas no fueron estadisticamente significativas.

El tratamiento con DADS incremento el nivel de GSH un 29% (Figura 18 A) y la relaciéon
GSH/GSSG un 75% (Figura 18 C), mientras que redujo el nivel de GSSG un 12% (Figura
18 B), con respecto al grupo CT. Por otro lado, en el grupo de IR, se observé una ligera
disminucion del nivel de GSH 12% (Figura 18 A) y el cociente GSH/GSSG un 23% (Figura
18 C) y un aumento del nivel de GSSG un 33% (Figura 18 B) con respecto al grupo CT.

Estos cambios fueron prevenidos con el tratamiento con DADS (grupo IR + DADS).
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Cantidad de GSSG pg/ng de proteina

GSH/GSSG

Figura 18. Efecto del DADS 25 mg/Kg sobre los niveles de A) glutation reducido (GSH) B) glutation oxidado
(GSSG) y C) la relacion GSH/GSSG en corteza frontal ipsilateral de animales sometidos a 1 h de isquemia y 4
h de reperfusion (IR). Los datos de expresan como la cantidad de GSH por ug de proteina (A) y la cantidad de

GSSG por ug de proteina (B) y se muestran como la media + EEM.
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DISCUSION

Las enfermedades cerebrovasculares se han convertido en un problema de salud publica
en paises industrializados, ya que representan la tercera causa de muerte en la poblacion,
solamente por debajo del cancer y de las enfermedades cardiovasculares.

Actualmente se han desarrollado diversas alternativas terapéuticas basadas en el
conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y que estadn encaminadas en atacar
alguno o algunos de los mecanismos involucrados en el dafio y la muerte celular. Hasta la
fecha solo ha sido aprobado por la FDA el activador tisular de plasminégeno
recombinante (rt-PA) como tratamiento del infarto, y cuyo uso se encuentra limitado a
algunos casos debido a su corta ventana terapéutica y al dafio oxidativo que se genera
cuando se restablece la perfusion sanguinea. Por ello, la busqueda de agentes
terapéuticos esté justificada a pesar de que no se han observado resultados positivos en
ensayos experimentales. En especial, la reperfusion juega un papel muy importante en el
dafo neurolégico ya que durante esta etapa, se presenta un incremento en la produccién
de ERO las cuales son una de las principales causas del dafio y muerte celular
[Alexandrova et al., 2005; Doyle et al., 2008; Lo et al., 2003].

En los dltimos aflos ha aumentado el interés por utilizar agentes antioxidantes como
estrategia terapéutica neuroportectora; en especial, la familia de compuestos
organosulfurados presentes en el aceite de ajo como el DADS, dialil trisulfuro, entre otros.
Estos compuestos ademas de tener actividad anticancerigena, antiinflamatoria,
inmunomoduladora y detoxificante [Tsai et al., 2012], poseen actividad antioxidante
directa al atrapar radicales libres por si mismos y actividad antioxidante indirecta al inducir
respuestas antioxidantes dentro de la célula. El DADS es el segundo componente volatil
del aceite de ajo y ha demostrado ser un buen inductor de enzimas detoxificantes y
antioxidantes [Fisher et al., 2007; Chen et al., 2004], ya que protege a la célula contra el
dafio producido por el estrés oxidante en modelos de hipoxia in vitro [Koh et al., 2005]. Sin
embargo, el efecto del DADS aun no ha sido evaluado en modelos in vivo de isquemia
cerebral.

Uno de los posibles mecanismos implicados en la proteccion celular brindada por el
DADS propone que esté asociado con la induccion de las enzimas antioxidantes y de fase
2 como la GST, la GPx, la GRx, la hemoxigenasa-1 (HO-1), entre otras. Esta induccion se

ha propuesto que se lleva a cabo mediante la activacion del factor de transcripcién Nrf2, el
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cudl es el regulador maestro de la transcripcion de los genes que codifican para dichas
enzimas.

El uso de modelos de isquemia cerebral in vivo como la oclusién de la arteria cerebral
media, descrito por Longa y colaboradores [1989], permite generar la zona de penumbra y
nucleo de dafio isquémico. Ademéas permite evaluar la capacidad neuroprotectora de

diversos agentes [Durukan y Tatlisumak, 2007].

En el presente estudio se evalu6 el efecto del DADS sobre el dafio cerebral isquémico..Se
encontré que la administracion de DADS al inicio de la reperfusion disminuye los signos
de dafo celular e histologico como el edema citotéxico, el edema vasogénico, la picnosis
y el dafio al neurépilo en comparacion con el grupo de animales que solo fueron
sometidos a IR sin recibir ningun tratamiento. Sin embargo, al administrar el compuesto
en dosis cada vez mayores en animales sometidos a IR el nUmero de células con dafio
incrementé ligeramente. Por otro lado, cuando el compuesto se administré solo no se
observaron cambios significativos en el nimero de células dafiadas, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Fukao y colaboradores [2004], ya que ellos no
observaron un efecto toxico en animales administrados con 1.46 y 14.6 mg/Kg de peso
via intraperitoneal. Esto también se puede relacionar con reportes en donde se ha
demostrado que el DADS en concentraciones bajas (por debajo a 50 uM) presenta un
efecto citoprotector pero a concentraciones mayores a 50 uM es capaz de incrementar la
cantidad de ERO como el H,O, y promover la activacion y liberacion de moléculas
proapotoéticas como citocromo el C y la caspasa 3 [Koh et al., 2005].

Uno de los principales objetivos del uso de las terapias citorpotectoras en el accidente
isquémico cerebral es la disminucioén del dafio neuroldgico y las secuelas que deja la
enfermedad en pacientes que la padecen. Dentro de las principales consecuencias a nivel
neurolégico se encuentran la hemiparesis, la afasia, la dificultad para hablar, los
problemas cognitivos, el deficit sensorial y la hemianopsia [Roger et al., 2012; Hayes et
al., 2003].

En animales resulta dificil evaluar las afectaciones previamente descritas, por ello se han
desarrollado diferentes baterias de pruebas dirigidas a evaluar el dafio motor, sensorial y
perceptivo desencadenados por la isquemia cerebral.

En este estudio cuando los animales fueron administrados con DADS a una dosis de 25
mg/Kg de peso al inicio de la reperfusion mostraron una disminuciéon significativa en los

signos de dafio neurolégico descritos por Aguilera y colaboradores [2010] en comparacién
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con el grupo control de IR. Estos resultados sugieren que el DADS es capaz no solo de
disminuir el dafio morfolégico, sino también los signos de dafio en la funcién motora a las

24 h posteriores al evento de la reperfusion.

Uno de los mecanismos de accion propuestos para explicar el efecto protector del DADS
se relaciona con su capacidad de activar al factor nuclear Nrf2. Aunque actualmente esté
en discusion el mecanismo clasico de activacion debido a los hallazgos encontrados por
Li y colaboradores [2012], donde los agentes quimiopreventivos bloquean la degradacién
de Nrf2 por ubiquitinacién al promover su disociacién del complejo Keapl-Cul3-Rbx1,
favoreciendo su translocacion al nacleo y su asociacion con proteinas de la familia Maf de
manera que el nuevo complejo formado pueda reconocer el elemento de respuesta
antioxidante (ARE) ubicado en la region promotora de los genes regulados por Nrf2 e

inducir asi su transcripcion [Bryan et al., 2013].

En este estudio se encontrd6 que los niveles de Nrf2 se encuentran incrementados
significativamente en corteza frontal, 2 h después de administrar el DADS a una dosis de
25 mg/kg i.p en comparacion con los animales del grupo control. Estos datos concuerdan
con los obtenidos por Chen y colaboradores [2004] quienes observaron que el tratamiento
con DADS de células HepG2 incrementé los niveles de Nrf2. A pesar de que en el grupo
IR los niveles del factor Nrf2 fueron similares a los del grupo CT a las 2 h después del
inicio de la reperfusion, esto no fue suficiente para atenuar el dafio celular que se produce

por este evento.

Una de las principales propiedades que tienen los compuestos organosulfurados del ajo,
es su capacidad de inducir la actividad de enzimas de fase 1y 2. En estudios previos se
ha demostrado que este efecto es el responsable de proteger al organismo del reto téxico
al que se encuentra expuesto diariamente [Fisher et al., 2007; Fukao et al., 2004]. La
induccién de estas enzimas es a través de la activacion del receptor constitutivo de
androsterona (CAR) o por la activacion del factor de transcripcion Nrf2, que como se
observé en este estudio el tratamiento con DADS lo activa. Por otro lado, ya se ha
reportado que el DADS es capaz de incrementar significativamente la actividad de las
enzimas relacionadas con la detoxificacion de xenobiéticos y moléculas pro-oxidantes,
como la NADPH quinona oxidorredcutasa 1 (NOQ1), la y-glutamilcistein sintetasa (GCS),
la hemoxigenasa 1 (HO-1), la GPx, entre otras [Fisher et al., 2007; Fukao et al., 2004]. Sin
embargo, hasta el momento no se ha estudiado el efecto del DADS sobre las enzimas

antioxidantes en tejido cerebral, ya que solo hay reportes en tejido hepatico, renal,
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pulmonar e intestinal [Guyonnet et al., 1999]. Por ello en este trabaj6é se evalu6 el efecto
del DADS sobre la induccion de estas enzimas en corteza frontal, cuando los animales se
sometieron a IR. Los resultados obtenidos muestran que el DADS es capaz de inducir
enzimas relacionadas con el metabolismo del GSH a las 24 h de reperfusién, como la
glutation peroxidasa (GPXx) y la glutatién reductasa (GRX), estas enzimas oxidan el GSH
al metabolizar el H,O, y posteriormente lo reducen, respectivamente, para obtener
nuevamente GSH. En este estudio se observé que la enzima GRx incrementé su actividad
en los grupos de animales DADS e IR+DADS con respecto al grupo CT e IR,
respectivamente, concordando con los resultados que obtuvo Huh y colaboradores [1988]
quienes observaron que el DADS 20 mg/Kg administrado en ratas es capaz de
incrementar significativamente la actividad de la enzima GRx. Por otro lado, la enzima
GPx se incrementd significativamente tras la administracion del DADS, este dato
concuerda con el que obtuvieron Fukao y colaboradores [2004] quienes observaron que el
DADS increment6 ligeramente la actividad de la GPx. Por otro lado, no se observé un
cambio significativo en la actividad de las enzimas CAT y GST y a diferencia de los
resultados obtenidos por Guyonet y colaboradores [1999] el DADS no incrementé la
actividad de la GST.

Estos datos sugieren que el posible efecto protector brindado por el DADS podria estar
relacionado con el consumo y la regeneracion de GSH en el tejido cerebral, por ello se
decidi6é cuantificar los niveles de GSH.

El GSH es un tripéptido formado por glutamato, cisteina y glicina. Debido a su estructura
guimica, participa en una gran cantidad de procesos como el transporte de aminoacidos,
la sintesis de nucledtidos, la detoxificacion de xenobidticos y la neutralizacion de especies
oxidantes en la célula [Pastore et al., 2003]. En el cerebro el GSH juega un papel muy
importante pues representa una de las principales defensas antioxidantes de este 6rgano
gue es muy susceptible al dafio por estrés oxidante [Dringen, 2000]. EI metabolismo del
glutation en el cerebro se encuentra basicamente regulado por dos procesos que son la
sintesis de novo y el consumo. La sintesis de novo se regula a través de la enzima y-

glutamilcistein sintetasa (GCS) y el consumo a partir de las enzimas GPx y GST.

Se ha propuesto que el calculo de la relacion GSH/GSSG representa un marcador del
estatus de estrés oxidante en la célula [Pastore et al., 2003]. Nuestros resultados
muestran que la relacion de ambas especies se encuentra incrementada en el grupo
DADS a diferencia del grupo IR, indicando que el DADS mejora el estatus de estrés

oxidante cuando es administrado al inicio de la reperfusién. Sin embargo, los resultados
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obtenidos no sefialan que existan diferencias significativas entre estos dos grupos. Los
resultados anteriores concuerdan con los que se obtuvieron en la actividad enzimatica,
pues al existir un incremento en la actividad de las enzimas encargadas de metabolizar y
regenerar al GSH, los niveles de esta molécula también se encuentran incrementados en
los animales que recibieron tratamiento con DADS durante el proceso de IR. Estos datos
ademas nos sugieren que el posible efecto neuroprotector del DADS durante la IR podria
estar asociado al metabolismo del GSH a través de las enzimas GPx y GRX, propiciando
gue las especies reactivas generadas sean neutralizadas de por el GSH que esta siendo
consumido y regenerado. Aunque no debe descartarse la participacion de las enzimas

gue sintetizan al GSH, las cuales podrian ser evaluadas en estudios posteriores.

CONCLUSION

El DADS fue capaz de proteger el cerebro contra el dafio inducido por la isquemia y la
reperfusion y de mejorar el estatus neurolégico cuando fue administrado en una dosis de
25 mg/kg i.p al inicio de la reperfusion. Dicho efecto podria estar asociado con su
actividad de antioxidante indirecto ya que indujo la activacion del factor Nrf2, incremento
la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GRx y mostré6 una tendencia al
incrementar el estado antioxidante celular al aumentar el cociente GSH/GSSG en las

células.
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