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Regulacion de la expresion del RNMDA por el Extracto de Ajo Envejecido y S-alilcisteina en un modelo de
isquemia cerebral

. RESUMEN

Antecedentes. La isquemia cerebral (IC) induce la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Las ERO pueden inducir la activacion de factores de transcripcién que
regulan la expresion de genes entre los que destaca el del receptor de glutamato tipo N-
metil-D-aspartato (RNMDA). La sobreactivaciéon del RNMDA se ha involucrado en IC. El
extracto de ajo envejecido (EAE) y su componente mayoritario S-alilcisteina (SAC), tienen
propiedades antioxidantes que se han asociado a su capacidad neuroprotectora en
modelos experimentales de IC. El EAE y la SAC podrian regular la expresion del RNMDA
en IC probablemente al disminuir ERO. Objetivos. Evaluar el efecto del EAE y de SAC
en el nivel de expresion de las subunidades NR1 y NR2B del RNMDA en un modelo in
vivo de isquemial/reperfusion cerebral. Material y métodos. Ratas macho Wistar fueron
inducidas a IC durante 2 horas. Las ratas fueron tratadas con solucion salina (400 mL;
i.p), EAE (360 mg/kg de peso; i.p.) o SAC (300 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la
reperfusion y posteriormente sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusion. Se realizo
extraccion de ARN total de estriado (ST) y corteza frontoparietal (CZ) y se sintetizO ADN
complementario. EIl ADN complementario fue amplificado por PCR en tiempo real, se
utilizaron sondas TagMan para NR1 y NR2B, los resultados fueron normalizadas con el
amplificado de ARN ribosomal 18S. El nivel de expresiéon de proteina de NR1 y NR2B fue
determinado a través del analisis en inmunoblot. Resultados. La administracion del EAE
en CZ no indujo cambios en el nivel de expresion del ARNm de NR1 y NR2B; en ST el
EAE disminuy6 la expresion del ARNm de NR1 y NR2B. A su vez, SAC disminuyo
dramaticamente la expresion del ARNm de NR1y NR2B en CZ y ST. EI EAE y SAC no
ejercieron efecto en la concentracién de las proteinas de NR1 y NR2B. Discusion y
conclusion. La SAC reduce significativamente la expresion del mensajero de NR1 y
NR2B en CZ y ST. Este efecto se puede considerar neuroprotector y suponemos que
SAC ejerce este efecto al inhibir ERO, inactivando factores de transcripcion que
promueven la expresion de NR1y NR2B.

Palabras claves: extracto de ajo envejecido, S-alilcisteina, Receptor de glutamato,
NMDA, NR1, NR2B, isquemia cerebral, especies reactivas de oxigeno.
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II. ABSTRACT

Introduction. Cerebral ischemia (CI) induces the formation of reactive oxygen species
(ROS). ROS can induces the activation of transcription factors that regulate expression of
genes among wich the glutamate receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR). The
overactivation of the RNMDA is involved in Cl. Aged garlic extract (AGE) and its major
component S-allylcisteine (SAC), have antioxidants properties that have been associated
with its neuroprotective capacity in experimental models of Cl. The AGE and SAC could
regulate the expression of RNMDA in Cl probably by decreasing ROS. Objective.
Evaluate the effect of AGE and SAC in the level expression of NR1 and NR2B subunits of
NMDAR in a model of Cl. Material and methods. Wistar male rats were subjected to ClI
for 2 hours. The rats were treated with saline solution (400 mL; i.p.), AGE (360 mg/kg
body i.p.) or SAC (300 mg/kg boddy; i.p.) at the beginning of reperfusion and the killed at
different times of reperfusion. Total RNA was extracted from striatum (ST) and
frontoparietal cortex (CZ), complementary DNA was synthesized and amplified by real-
time PCR, TagMan probes were used for NR1 and NR2B and normalized to 18S
ribosomal RNA. The level of expression of NR1 and NR2B protein was determined by
Western blot. Results. The administration AGE in CZ did not induce in changes in the
level of expression mMRNA of NR1 and NR2B; in ST the AGE decreased the mRNA
expression of NR1 and NR2B. In turn, SAC dramatically decreased expression of NR1
and NR2B mRNA in CZ and ST. The AGE and SAC had no effect on the concentration of
NR1 and NR2B protein. Discusion and conclusions. The SAC, reduces the expression
of NR1 and NR2B messenger in CZ and ST. This effect can be considered
neuroprotective and assume that SAC exerts this effect by inhibiting ROS and inactivating
transcription factors that promote the expression of NR1 and NR2B.

Key words: aged garlic extract, S-allylcisteine, glutamate receptor, NMDA, NR1, NR2B,
cerebral ischemia, reactive oxygen species.

Pagina 2



Regulacion de la expresion del RNMDA por el Extracto de Ajo Envejecido y S-alilcisteina en un modelo de
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[1l. INTRODUCCION

El accidente cerebro vascular se caracteriza por la brusca disminucién de
la circulacion de sangre al cerebro y puede ser de tipo isquémico o hemorragico.
El 72.94% de los accidentes cerebro vasculares observados en la practica clinica
son del tipo isquémico, mientras que el 26.97% son del tipo hemorragico. La
isquemia cerebral (IC) resulta de la reduccion transitoria o permanente del flujo
sanguineo cerebral, debido a un émbolo o trombosis en una arteria cerebral
importante, que en la mayoria de los casos es la arteria cerebral media. Esta
situacion conlleva a una inmediata reduccion de la actividad neurolégica y muerte
celular en la regién directamente irrigada por la arteria que fue obstruida (Cabrera
et al., 2008). El retorno del flujo sanguineo (reperfusion) es determinante para la
recuperacion de las funciones celulares, sin embargo tras largos periodos de
isquemia, la reperfusion también tiene efectos secundarios negativos, agravando
la lesion cerebral.

La IC constituye un problema de salud publica en nuestro pais, debido a la
alta prevalencia. La IC genera una notable incapacidad fisica y consecuentemente
laboral, y es responsable de un importante gasto sanitario por el namero de
recursos que consume en los sistemas de salud. La IC ocurre en todos los grupos
de edad y en ambos sexos. En nuestro pais en los ultimos afios se ha ubicado
dentro de las 10 principales causas de muerte (Sistema nacional de informacion
en salud 2008).

El proceso de isquemia/reperfusion (I/R), induce la muerte neuronal por
diversos mecanismos: 1) la pérdida de la actividad eléctrica neuronal, como
consecuencia de la alteracion de los procesos dependientes de ATP; 2) la
activacion de los canales de Ca** dependientes de voltaje, que incrementa el nivel
de Ca®" intracelular y activa procesos nocivos para la viabilidad celular; 3) la
liberacion masiva de aminoacidos excitadores con la consecuente sobreactivacion
de sus receptores, produciendo muerte celular por excitotoxicidad; 4) la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y de nitrogeno (ERN),
produciendo un estado de estrés oxidante; 5) la activacién de la respuesta
inflamatoria; y 6) el deterioro mitocondrial asociado con la muerte celular por

apoptosis (Dirnagl et al., 1999; Durukan y Tatlisumak., 2007; Nishzawa., 2001).
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El dafio neuronal en IC ha sido asociado con la excitotoxicidad inducida por
la sobreactivacion de los receptores de glutamato tipo N-metil-D-aspartato
(RNMDA) como consecuencia de la liberacion de altos niveles de glutamato al
espacio extracelular (Lipton y Rosenberg., 1994; Cai y Rhodes., 2001; Nishizawa.,
2001).

El RNMDA es un canal iénico permeable a Ca**, Na* y K* que participa en
la transmision sinaptica y en diversas funciones fisiolégicas como el desarrollo
neuronal, la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria (Awobuluyi et al.,
2007; Miao et al., 2005; Wu et al., 2005). Se expresa principalmente en neuronas,
sin embargo se ha descrito que también se expresa en astrocitos,
oligodendrocitos, osteoclastos y linfocitos, aunque su funcidn no ha sido
esclarecida (Papadia y Hardingham 2007). Estructuralmente es un tetrdmero
constituido por tres tipos de subunidades: NR1, NR2 (2A-2D) y NR3 (3A/3B). Un
receptor tipico contiene dos subunidades NR1, las cuales tienen un sitio de union
a glicina, y dos subunidades NR2 con el sitio de union al glutamato (Awobuluyi et
al., 2007). La distribucion de las subunidades del RNMDA dentro del sistema
nervioso central (SNC) es diferencial. La expresion de NR1 es practicamente
ubicua, mientras que las distintas proteinas NR2 presentan un patron de sintesis
especifico, que varia en las distintas regiones del SNC y durante el desarrollo.
NR2B predomina en el prosencéfalo; NR2A en el prosencéfalo y en el cerebelo;
mientras que la subunidad NR2D se distribuye ampliamente en el prosencéfalo,
tdlamo y corddn espinal; y NR2C no se detecta en el hipocampo ni en la corteza
cerebral (Stephenson 2001; Papadia y Hardingham 2007). NR1 es la subunidad
esencial para dar la funcionalidad al RNMDA, ademas de ser la subunidad que
presenta el nivel de expresion mas alto de todas (Kohr G., 2006; Miao et al.,
2005). Existen ocho variantes de procesamiento para el ARNm de NR1 (NR1-1a, -
1b, -2a, -2b, -3a, -3b, -4a y 4b) que difieren entre si por la presencia o ausencia
de una secuencia de 21 aminoacidos (N1: exén 5) en la region N-terminal, y dos
variantes mas con un procesamiento en el carboxilo terminal (C1: exdn 21) (C2:
exén 22). La region N1 es importante en la regulacion de las propiedades del
receptor, ya que modifica su sensibilidad a espermina, al pH y al zinc. A pH
fisiologico, las variantes que contienen el exdn 5 se encuentran activas, mientras

que las que carecen de este son parcialmente bloqueados (Cull-Candy et al.,
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2001). La identidad de la subunidad NR2 determina muchas de las propiedades
biofisicas y farmacolégicas del RNMDA incluyendo la sensibilidad al Zn?*, H*,
poliaminas, probabilidad de apertura, tiempo de desactivacion e interacciones con
moléculas de sefializacion intracelular. La subunidad NR2A y NR2B generan una
alta conductancia de apertura del canal, y poseen alta sensibilidad al bloqueo por
Mg?*, mientras que NR2C y NR2D se caracterizan por baja conductancia del
canal y una reducida sensibilidad al bloqueo por Mg?*. La subunidad NR3 confiere
una permeabilidad reducida al Ca®*" y su expresién en la superficie neuronal es
reducida (Cull-Candy y Leszkiewicz., 2004).

La activaciéon del RNMDA contribuye a la entrada de Ca?*, el cual actia
como segundo mensajero e inicia una serie de eventos, tales como activacion de
proteinas cinasas y factores de transcripcion que participan en la regulacion de
procesos como memoria y aprendizaje (Hardingham y Bading., 2003). Sin
embargo, la sobreactivacion del RNMDA como ocurre en la IC, tiene efectos
adversos ya que contribuye a la activacion de enzimas proteoliticas que degradan
al citoesqueleto (Furukawa et al., 1997) y a la generacion de radicales libres
(Culmsee et al., 2004).

Durante la diferenciacion neuronal, la transcripcion del RNMDA es regulada
por la activacion de su promotor, bloqueado inicialmente por la interacciéon de su
elemento RE1 (elemento represor 1) con el represor REST/NRSF (elemento
represor del silenciamiento de la transcripcion/factor silenciador restrictivo de
neuronas Bai et al.,, 2003). También se han descrito mecanismos positivos para
la expresion del gen NR1, los cuales implican factores transcripcionales de la
familia Spl, MAZ (proteina con dedos de zinc asociada a Myc), MEF2C (Factor-
2C potenciador de union especifico de miocitos), NF-kB (Factor nuclear kappa B),
HIF-1a (Factor Inducible por Hipoxia-1 alfa) factores de crecimiento de la familia
NGF (Factor de crecimiento neuronal) (Okamoto et al., 2002; Liu et al., 2004). En
la region promotora de NR1 también se ha descrito tres sitios de reconocimiento
para el factor transcripcional CREB (proteina de union al elemento de respuesta a
CAMP) (Lau y Zukin., 2007). Las regiones promotoras de las subunidades NR2
han sido poco caracterizadas, existen secuencias de reconocimiento para los
factores de transcripcion Spl e islas Cp. (Liu et al., 2004). Las regiones

promotoras de las subunidades NR2 estan poco caracterizadas. De forma
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similar a NR1, en el promotor de NR2A existen secuencias diana para los
factores de transcripcion de tipo Spl e islas CpG (Liu et al, 2003; Richter
et al.,, 2002)

En IC se ha observado que la activacion moderada del RNMDA induce
neuroproteccién contra la excitotoxicidad (Miao et al., 2005). En cultivos de
neuronas corticales, la exposicién breve (desde los 30 min) a concentraciones
excitotéxicas de NMDA provoca una inhibicion rapida y especifica de la expresién
de la subunidad NR1. Este proceso de regulacion estd mediado a nivel
transcripcional, y no involucra procesos de endocitosis ni degradacion de la
proteina (Gascoén et al., 2005). Por otro lado, la administracion selectiva de
antagonistas del RNMDA en ratas Sprague-Dawley durante la exposicion a
hipoxia hipobarica ha dado resultados benéficos contra de los dafios ocasionados
por la hipoxia, en los que la degeneracion neuronal fue disminuida (Hota et al.,
2008).

Estos estudios apoyan que compuestos que tienen un efecto en la
regulacion de la expresion o actividad del RNMDA podrian tener un efecto
terapéutico en IC. Sin embargo, debido a la gran variedad de procesos fisiol6gicos
en los que el RNMDA participa, es importante la modulacion adecuada de su
expresion.

Se ha demostrado que el ajo (Allium sativum), en sus diferentes
presentaciones [extracto de ajo envejecido (EAE), extracto acuoso y aceite de ajo]
reduce significativamente el dafio celular ocasionado en enfermedad de Alzheimer
(Chauhan y Sandoval., 2007) e IC (Aguilera et al., 2010; Gupta et al., 2003;
Saleem et al., 2006). EI EAE posee un alto potencial terapéutico asociado a las
propiedades antioxidantes de sus componentes; de las cuales destacan las
propiedades de la S-alilcisteina (SAC) el componente mayoritario. Ademas se ha
establecido mediante estudios clinicos y toxicolégicos que la administracion de
EAE no tiene efectos adversos (Amagase et al., 2001).

En el modelo de IC inducido por oclusion de la arteria cerebral media
(OACM), el efecto protector del EAE involucra la restitucion de la actividad de
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la
catalasa, asi como la disminucién del dafio por nitracion (Aguilera et al., 2010). El

EAE tiene un efecto neuroprotector transitorio en IC, asociado a la disminucion de
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las ERO; sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion por el cual induce
la proteccidn.

La SAC se considera un buen candidato terapéutico en diversas patologias
debido a sus variados efectos farmacologicos. Particularmente, se ha demostrado
gue tiene un efecto protector en IC (Numagami y Ohnishi., 2001; Atif et al., 2009).
Ademas, inhibe de manera dosis dependiente la activacion del NF-kB, inducida
por el factor de necrosis tumoral o y radicales libres en varios tipos celulares (Ide
y Lau., 2001; Geng et al., 1997). Asi mismo, la SAC, disminuye el dafio inducido
por IC al inhibir la via de sefializacion de ERK (Kim et al., 2006).

El nivel de ERO es crucial para la activacion de procesos bioldgicos, por
ejemplo, un nivel bajo de la produccion de ERO mitocondriales son necesarios
para inducir la proliferacion y diferenciacion celular. Un nivel mayor en la
produccion de ERO conlleva a adaptacion a condiciones de estrés, esta respuesta
incluye la transcripcion de genes de enzimas con actividad antioxidantes como la
superoxido dismutasa, la glutatién peroxidasa y la catalasa. Sin embargo, niveles
altos de ERO marcan el inicio de procesos de muerte celular como la senescencia
y la apoptosis. Niveles muy altos de ERO pueden causar dafios rapidos e
irreversibles al ADN, proteinas y lipidos. Los altos niveles celulares de ERO han
sido asociados con cancer, diabetes, enfermedades inflamatorias, IC,
neurodegeneracion (Hamanaya y Chandel., 2010).

La participacion de las ERO en la regulacion de procesos fisiopatolégicos
ha dado la pauta para el desarrollo de estudios enfocados a analizar el papel
molecular especifico de los antioxidantes en diferentes modelos de
enfermedades. Debido a que en IC las ERO inducen la activacion de factores de
transcripcion como NF-kB, HIF-1a, NGF, que regulan promotores del RNMDA y a
gue la disminucién en su expresion esta asociada a la neuroproteccién en IC,
sugerimos que el efecto antioxidante del EAE y la SAC podrian estar alterando la
expresion del RNMDA. Es por ello que en el presente trabajo evaluamos el efecto
del EAE y SAC sobre el nivel de expresion de las subunidades NR1 y NR2B del
RNMDA.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Animales de laboratorio

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, de 280-350 g de peso
(aproximadamente 16 semanas de edad). Los animales fueron divididos
aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales (n= 4). Para cada analisis
se usaron grupos independientes. Los animales fueron colocados en jaulas de
acrilico con libre acceso a agua y alimento. Durante el estudio las ratas fueron
mantenidas bajo condiciones constantes de temperatura, humedad y luz (12
horas luz/oscuridad). Todos los experimentos con animales fueron realizados de
acuerdo a la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los

Institutos Nacionales de Salud”.

Disefio experimental

Se hicieron grupos con una n de 4 animales por grupo. Las ratas fueron
sometidas a IC, mediante oclusion de la arteria cerebral media (OACM) durante 2
horas, posteriormente se realizé la reperfusion y fueron sacrificadas a diferentes
tiempos (0, 1, 2, 3, 4, 10, 24 y 48 horas) con la finalidad de evaluar el efecto de la
reperfusion en la expresion del ARNm de las subunidades NR1 y NR2B. Debido a
gue el EAE protege a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion (21/2R)
(Aguilera et. al., 2010); se evalu¢ el efecto del EAE y SAC en el nivel de expresion
de NR1 y NR2B a estos tiempos de isquemia/reperfusion (I/R); para ver el efecto
a nivel de proteina otro grupo de ratas se sometio a 2 horas de isquemia y 4 horas
de reperfusion (21/4R) estos grupos recibieron el tratamiento correspondiente. De
cada uno de los grupos, se tuvo su control (CT). Todas las ratas fueron

decapitadas y se diseccioné el cerebro para poder extraer CZ y ST.

Tratamientos

Las ratas fueron tratadas al inicio de la reperfusion. Se aplico una dosis de
360 mg/kg de EAE (1.2 mL/kg; i.p). Se utilizdé una presentacion comercial Aged
garlic extract Kyolic® de Wakunaga de America Co., Ltd. (Mission Viejo, CA,
USA). Se empleé una dosis de SAC de 300 mg/kg de peso; i.p. Para su sintesis

se empled material de vidrio el cual fue colocado 24 horas antes a 110°C. En un
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matraz de bola de 250 mL se colocaron 30 mmoles de cloruro de L-cisteina en 90
mL de etanol absoluto y se mantuvo con agitacion constante. Se adicionaron 0.11
moles de sodio metalico hasta disolverse completamente (aproximadamente 30
min.). Posteriormente, se adicionaron 31 mmoles de bromuro de alilo y se dejé
reaccionar durante 1 hora. Al precipitado se le adicion6 agua fria hasta obtener
una solucion. El exceso de etanol absoluto se evapord, y cada uno de los
componentes de la mezcla se precipit6 con acido acético concentrado. El
precipitado se filtr6 y se lavo con etanol frio. Como control, se administro solucion
salina (1.2 mL/kg de peso; i.p.). Los animales fueron divididos aleatoriamente en

grupos (n=4), para cada analisis.

Modelo experimental de isquemia cerebral inducido por la oclusién de la
arteria cerebral media (OACM)

La isquemia cerebral focal transitoria fue producida por la OACM,
empleando el método descrito por Longa et al., (1989). Los animales fueron
anestesiados en una camara de halotano (2%). Posteriormente, un monofilamento
de nylon fue introducido a través de la arteria carétida proximal externa hasta el
interior de la arteria carétida (aproximadamente 17 mm); en este punto el
filamento ocluye el origen de la arteria cerebral media. Después de 2 horas, el
filamento fue retirado para permitir la restauracion del flujo sanguineo
(reperfusion). Las ratas se sacrificaron a diferentes tiempos de reperfusion (0, 1,
2, 3, 4, 10, 24, 48 horas).

Pruebas conductuales para determinar el déficit neurolégico

El estado neurolégico de cada rata fue determinado empleando 5 pruebas
conductuales: 1) Flexion de la pata contralateral a la lesion, las ratas se
suspenden por la base de la cola y la postura de los miembros delanteros es
observada; las ratas normales extienden ambos miembros hacia el suelo,
mientras que los animales con dafio doblan la pata contralateral a la lesion; 2)
Motilidad espontanea, los animales se colocan en una superficie plana (0.5
metros de didmetro); los animales normales inician el movimiento antes de 10
segundos; 3) Reflejo de agarrar, las ratas se suspenden de la cola y un cable se

coloca delante de los miembros delanteros; los animales normales se agarran
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simultdneamente con ambas patas; 4) Prueba de la barra horizontal, a las ratas
gue son capaces de asirse del cable en la prueba anterior, se les determina el
tiempo que pueden mantenerse colgados; los animales normales soportan mas
de 3 segundos; y 5) Conducta de giro, las ratas se sostienen por la base de la
cola, permitiéndoles moverse libremente al apoyar las patas delanteras; mientras,
se observa la direccion del movimiento durante 30 segundos. Los animales
dafados realizan al menos 5 vueltas en sentido contralateral a la lesion. A cada
prueba conductual se le asigndé un valor de 0 si el animal presentaba una
conducta normal, y de 1 si presentaba dafio. La suma de los valores obtenidos en
las 5 pruebas fue utilizada como déficit neuroldgico. La evaluacion se realizd 30
minutos antes de la reperfusién. Las ratas con déficit neurolégico mayor a 2
invariablemente presentan un dafio por isquemia inducido por la OACM
(Modificada de Longa et al., 1989; Menzies et al., 1992; Modo et al., 2000).

Evaluacion del nivel de expresion del ARNm de las subunidades NR1
y NR2B del RNMDA.

Extraccién de ARN total v sintesis de ADN complementario (ADNc). Se

utilizé material libre de ARNasas; para ello se empled material de plastico nuevo y
el material de vidrio fue tratado durante 15 minutos con agua oxigenada y
enjuagado con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). Las ratas fueron
decapitadas y se hizo diseccion del cerebro, se extrajo la corteza frontoparietal
(C2) y el estriado (ST) del lado ipsilateral a la lesion (hemisferio izquierdo). Se
emplearon aproximadamente 50 mg tejido de cada region cerebral, al que se les
agregd 1 mL de Tripure (Roche) y se homogeneiz6 mecanicamente empleando
un pistilo de teflon. La concentracion de ARN total fue determinada por
espectrofotometria a 260 nm. La sintesis del ADNc se realiz6 a partir de 5 pug de
ARN total, el cual se mezclo con 2.5 uM de hexameros al azar y se incubd
durante 7 minutos a 65°C; transcurrido este tiempo se mezclé con amortiguador
para reverso transcriptasa 5X (0.25 M Tris-HCI, 0.5 M KCI, 30 mM MgClI2, 25 mM
DTT) (Promega), 1 mM de desoxinucledtidostrifosfatados, 40 U de ARNsin y 200
U de reverso transcriptasa M-MLV. La reaccion fue incubada durante 1 hora a
37°C.
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RT-PCR en tiempo real. El andlisis de la expresion de las subunidades

NR1 y NR2B en CZ y ST, se realiz6 empleando ensayos predisefiados por
Applied Biosystems, los cuales contienen oligonucledtidos sentido y antisentido en
concentraciones no limitantes y una sonda TagMan® MGB 6-FAM especificos
(Applied Biosystem, California USA). Como control interno del ensayo se
determind la expresion del ARN ribosomal de la subunidad 18S, utilizando una
sonda TagMan®VIC. Cada experimento se realiz6 por duplicado y todas las
reacciones de PCR se realizaron por triplicado; se incluy6é un control negativo sin
ADNc. Las condiciones de amplificaciéon fueron las recomendadas por el
proveedor: 1 ciclo de 10 min. a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 92°C y 1 min. a
60°C. El analisis de los datos se realizé utilizando el método comparativo ACT
(Livak y Schmittgen., 2001). Se utilizé un termociclador 7500 Real Time PCR

system de Applied Biosystems.

Evaluacion del nivel de expresion de las proteinas de las subunidades
NR1y NR2B del RNMDA.

Extraccion de proteinas totales. Las muestras de CZ y ST se

homogenizaron mecanicamente con un pistilo de teflon en 1 mL de amortiguador
de lisis 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM) conteniendo
inhibidores de proteasas (1:100) y de fosfatasas (1:100). Se tomaron 10 uL del
homogenizado que fueron utilizados para la cuantificacion de proteinas por el
método de Lowry et al., 1951. A los 490 mL restantes se les agreg6 490 mL de
amortiguador de lisis 2X (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
Triton X-100 0.5%, SDS 0.1%). Posteriormente las muestras fueron incubadas
durante 1 hora a 4°C y posteriormente se centrifugaron a 10 000 g durante 10
min. a 4°C. Se tomé 500 pL del sobrenadante y se mezclé con 500 uL del
amortiguador de carga (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004%
azul de bromofenol, 0.125 M Tris HCI). Las muestras se sometieron a ebullicion
durante 5 min. y almacenadas a -20°C hasta su uso.

Ensayos de réplica en Inmunoblot para las subunidades NR1 y NR2B del

RNMDA. Las muestras (100 ug de proteina) se separaron por peso molecular en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 8%. La electroforesis se realizo

aproximadamente durante 1 hora empleando voltaje constante (100 voltios).
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Posteriormente las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
(0.45 micras de poro) empleando corriente eléctrica constante (350 miliamperes)
durante 1 hora. Para evitar interacciones inespecificas, la membrana fue
bloqueada con leche descremada al 1% en PBS. Las membranas se incubaron
con los anticuerpos primarios (anti NR1, Upstate, Catalogo 05-432), (anti NR2B,
Invitrogen, catalogo 71-8600) durante toda la noche a 4°C. Una vez transcurrido el
tiempo, las membranas fueron lavadas siete veces con 50 mL de leche
descremada al 1%/Tween-20 al 0.01% en PBS durante 10 min. cada uno en
agitacion constante y a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti IgG conjugado con peroxidasa
(Jackson ImmunoResearch, Laboratorios Inc. Cat 715-035-150 o Cat 711-035-
152) durante toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, las membranas se
lavaron siete veces con 50 mL de leche descremada al 1%/Tween-20 al 0.01% en
PBS durante 10 min. en agitacion constante y a temperatura ambiente. La sefial

especifica se revel6 por quimioluminiscencia (Millipore).

Andlisis estadistico.

Los datos se expresan como la media £ desviacion estandar, y se aplica
por un analisis de varianza de factorial completo. Posteriormente, se emplea la
prueba de comparaciones multiples de Tukey, usando el programa Prisma 3.01

Graph Pad. Un valor de p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

Efecto de la isguemia v la reperfusion en la expresion del ARNm de las
subunidades NR1y NR2B en CZ

Para determinar la expresion del ARNm de las subunidades NR1 y NR2B
del RNMDA en I/R en CZ y ST, las ratas fueron sometidas a 2 horas de isquemia
y diferentes tiempos de reperfusion: 0, 1, 2, 3, 4, 10, 24 y 48 horas.

Encontramos que las 2 horas de IC no altera la expresion del ARNm de
NR1 en CZ. Sin embargo, durante la reperfusion observamos 3 cambios
importantes: el primero fue un incremento del ARNm de NR1 de 2.79 + 0.03 veces
(Tukey, p <0.05) a las 2 horas de reperfusion; posteriormente, a 4 horas de
reperfusion la expresion de este ARNm se mantuvo en 1.8 + 1.2 veces; se
observd un segundo pico de expresion a las 10 horas de reperfusion (5.8 + 0.7
veces; Tukey, p<0.05), el cual disminuy6 a las 24 horas, a 0.6 + 0.1 veces. Un
aumento de mayor magnitud, fue detectado a las 48 horas de reperfusion (17.6 *
0.9 veces; Tukey p< 0.0001) (Figura 1).

Un comportamiento similar lo encontramos para el ARNm de la subunidad
NR2B. Dos horas de IC no incrementan el nivel de expresion del ARNm. A 2
horas de reperfusion el ARNm de NR2B se increment6 4.06 = 0.5 veces (Tukey
p<0.05). El nivel de expresién se mantuvo ligeramente elevado 1.70 + 0.1 veces
hasta las 10 horas, para posteriormente a las 24 horas volver a niveles basales
0.15 = 0.02 veces. Finalmente se observé un incremento de 5.43 + 0.5 veces
(Tukey, p<0.05) a las 48 horas (Figura 1).
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Nivel de expresion relativo ARNm NR1y NR2B/18S
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Figura 1. Efecto de la reperfusion en el nivel de expresion del ARNm de las subunidades
NR1 y NR2B en CZ. El nivel de expresién del ARNm de las subunidades NR1 y NR2B del
RNMDA se determind empleando sondas TagMan en ratas sometidas a 2 horas de isquemia y
a diferentes tiempos de reperfusion (0, 1, 2, 4, 10, 24 y 48 horas). Se normalizé con la
expresion del ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se emple6 el método
ACT. El nivel de expresidon se muestra como numero de veces con respecto al grupo control
(CT). Cada valor representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova, Tukey,

*#p<0.05, **p<0.001

Efecto de la isguemia v la reperfusion en la expresion del ARNm de las

subunidades NR1y NR2B en ST

El nivel de expresion de NR1 y NR2B en ST a 2 horas de isquemia y

diferentes tiempos de reperfusion se muestra en la (Figura 2). Encontramos que a

2 horas de IC incrementa el nivel de expresion del ARNm de NR1 de (2.9 £ 0.4

veces; Tukey, p<0.05). Mientras que a 1 hora de reperfusion la expresion

disminuye a valores basales, para volver a incrementar a 2 horas (3.73 £ 0.4

veces), y a 4 horas de reperfusion (3.96 + 0.4 veces Tukey, p<0.05). El nivel de

expresion disminuy6 a 10, 24 y 48 horas de reperfusion (1.82 + 0.1; 0.97 £ 0.1;

1.3 £ 0.1 veces) respectivamente.
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El nivel de expresion del ARNm de la subunidad NR2B no mostro cambios
significativos al tiempo 0 y a 1 hora de reperfusién, el incremento en la expresion
fue detectado a 2 (3.62 £ 0.1 veces) y 4 horas (3.7 £ 0.2 veces) de reperfusion
(Tukey, p<0.05). A 10, 24 y 48 horas de reperfusion el nivel de expresion se
mantuvo estable, sin cambios significativos con respecto al control (0.71 = 0.03;

0.56 + 0.01; 0.4 £0.03 veces) respectivamente.

Curso temporal NR1y NR2B en ST
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Figura 2. Efecto de la reperfusién en el nivel de expresion del ARNm de las subunidades
NR1 y NR2B en ST. El nivel de expresién del ARNm de las subunidades NR1 y NR2B del
RNMDA se determiné empleando sondas TagMan en ratas sometidas a 2 horas de isquemia y
a diferentes tiempos de reperfusion (0, 1, 2, 4, 10, 24 y 48 horas). Se normalizé con la
expresion del ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se emple6 el método
ACT. El nivel de expresién se muestra como numero de veces con respecto al grupo control
(CT). Cada valor representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova,
Tukey, **p<0.05.
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Efecto del EAE en la expresion del ARNm de las subunidades NR1 vy NR2B
enCZy ST.

Debido a que el EAE tiene un efecto neuroprotector durante 2I/2R, pero no
a tiempos posteriores (Aguilera et al., 2010), y a que en este estudio encontramos
un incremento significativo en la expresion del mensajero a 2I/2R para NR1 en
CZ. Decidimos evaluar el efecto del EAE en la expresion del ARNm de la
subunidad NR1 a 21/2R y 2I/4R.

Observamos que la administracién del EAE en ratas control durante 2
horas incrementd el nivel de expresion del ARNm en CZ y ST (Figura 3 A-B y
Tabla 1). Sin embargo, en las ratas isquémicas que recibieron el tratamiento de
EAE a 2I/2R y 21/4R no mostraron cambios estadisticamente significativos en el
nivel de la expresion del ARNm de NR1, comparado con las ratas que no
recibieron el tratamiento (Figura 3 Ay Tabla 1).

En ST encontramos que la administracion del tratamiento con EAE a 21/4R,

disminuye el nivel de expresion del mensajero de NR1 (Figura 3 By Tabla 1).

CT CT 2 horas EAE 21/2R 2I1/2R EAE 21/4R 21/4R EAE
CZ 1%0.05 3.7 £ 0.2 27+003 35+06 15+x107 21x0.1
ST 1%0.2 3.1+ 0.4%** 3.7+£04 34+0.2 3.1+04 15+0.2*

Tabla 1. Efecto del EAE en la expresién del ARNm de NR1. Nivel relativo de expresion del
ARNmM de la subunidad NR1 en CZ y ST (n=4). CT=control sano; CT 2 horas EAE= control sano que
recibio el tratamiento de EAE (360 mg/kg de peso; i.p.); 2I/2R= 2 horas de isquemia/2 horas de
reperfusién; 21/2R EAE= 2 I/2R més tratamiento con EAE; 2I/4R= 2 horas de isquemia/4 horas de
reperfusion; 2I/4R EAE= 2I/4R mas tratamiento con EAE. Los datos se expresan como la media +
desviacién estdndar. Anova, Tukey **p<0.05 ***p<0.0001
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Figura 3. Efecto del EAE en el nivel de expresion del ARNm de la subunidad NR1 en CZy
ST. Nivel del ARNm de NR1 en CZ (panel 3A) en ratas control (CT); ratas control con tratamiento
con EAE por 2 y 4 horas (2 horas) y (4 horas); en ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas
de reperfusion (21/2R) sin y con tratamiento; ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 4 horas de
reperfusién (2/14R) sin y con tratamiento. En el panel 3B se utilizaron los mismos grupos que en el
panel 3A, pero la determinacién del nivel del ARNm de NR1 se realizé en ST. Se administré EAE
(360 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la reperfusiébn. Se normalizé con la expresion del ARN
ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se empleé el método ACT. El nivel de
expresién se muestra como nimero de veces con respecto al grupo control (CT). Cada valor
representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova, Tukey ***p<0.001
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Un patron similar en el nivel de expresion del ARNm fue detectado para
NR2B. De la misma manera que en la subunidad NR1, en el grupo control tratado
con EAE se observo un incremento significativo en el nivel de expresion del
mensajero. Encontramos que la administracion del EAE en CZ a 2I/2R y 21/4R, no
tuvo ningun efecto significativo en el nivel de expresion del mensajero (Figura 4
A); sin embargo, en ST la administracién del EAE disminuyé significativamente el
nivel de expresion del mensajero en comparacién con los grupos no tratados
(Figura 4B). (Tabla 2).

CT CT 2 horas EAE 21/2R 21/2R EAE 21/4R 21/4R EAE
CzZz 1.0+0.08 6.1+ 0.7%* 46+05 48+02 18+12 2002
ST 1001 2.4 £ 0.2%*%* 36+01 25+01* 3.7%+02 12=+0.1*

Tabla 2. Efecto del EAE en la expresién del ARNm de NR2B. Nivel relativo de expresion del
ARNmM de la subunidad NR2B en CZ y ST (n=4). CT=control sano; CT 2 horas EAE= control sano que
recibié el tratamiento de EAE (360 mg/kg de peso; i.p.); 2I/2R= 2 horas de isquemia/2 horas de
reperfusién; 21/2R EAE= 2 I/2R mas tratamiento con EAE; 2I/4R= 2 horas de isquemia/4 horas de
reperfusién; 2l/4R EAE= 2I/4R mas tratamiento con EAE. Los datos se expresan como la media +
desviacion estandar. Anova, Tukey **p<0.05 ***p<0.0001
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Figura 4. Efecto del EAE en el nivel de expresion del ARNm de la subunidad NR2B en CZy
ST. Nivel del ARNm de NR2B en CZ (panel 4A) en ratas control (CT); ratas control con tratamiento
con EAE por 2 y 4 horas (2 horas) y (4 horas); en ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas
de reperfusiéon (2I/2R) sin y con tratamiento; ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 4 horas de
reperfusion (2/14R) sin y con tratamiento. En el panel 4B se utilizaron los mismos grupos que en el
panel 4A, pero la determinacion del nivel del ARNm de NR2B se realiz6 en ST. Se administro EAE
(360 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la reperfusién. Se normaliz6 con la expresién del ARN
ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se empleé el método ACT. El nivel de
expresién se muestra como nimero de veces con respecto al grupo control (CT). Cada valor
representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova, Tukey ***p<0.001
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Efecto de SAC en la expresion del ARNm de las subunidades NR1 v NR2B

enCZy ST.
La administracion de SAC en las ratas isquémicas con 21/2R disminuy6

significativamente la expresion del ARNm de NR1 por debajo de los niveles
basales en CZ y ST comparado con las ratas isquémicas que recibieron el
tratamiento con EAE (Tabla 3, Figura 5). De igual manera, la administracion de
SAC en ratas isquémicas con 2I/2R disminuy6 significativamente la expresion del
ARNmM de la subunidad NR2B en CZ y ST comparado con las ratas que no

recibieron tratamiento y con las tratadas con EAE a 21/2R (Tabla 4, Figura 6).

21/2R 21/2R EAE 2I1/2R SAC
Cz 2.7+0.03 3.5+0.6 0.09 + 0.09***
ST 3.7+04 3.4+0.2 0.3 £ 0.01***

Tabla 3. Efecto de SAC en la expresion del ARNm de NR1. Nivel relativo de expresion del
ARNmM de la subunidad NR1 en CZ y ST (n=4). 2I/2R= 2 horas de isquemia/2 horas de reperfusion;
21/2R EAE= 2I/2R mas tratamiento con EAE (360mg/kg de peso i.p.); 2l/2R SAC= 2I/2R mas
tratamiento con SAC (300mg/kg de peso i.p.). Los datos se expresan como la media £ desviacion
estandar. Anova, Tukey **p<0.05 ***p<0.0001

21/2R 21/2R EAE 2I1/2R SAC
Cz 46+0.5 48+0.2 0.2 + 0.2%**
ST 3.6+0.1 25+0.1 0.4 £ 0.02%**

Tabla 4. Efecto de la SAC en la expresion del ARNm de NR2B. Nivel relativo de expresion del
ARNmM de la subunidad NR2B en CZy ST (n=4). 2I/2R= 2 horas de isquemia/2 horas de reperfusion;
21/2R EAE= 2I/2R més tratamiento con EAE (360mg/kg de peso i.p.); 2l/2R SAC= 2I/2R mas
tratamiento con SAC (300mg/kg de peso i.p.). Los datos se expresan como la media + desviacion
estandar. Anova, Tukey **p<0.05 ***p<0.0001
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Figura 5. Efecto de la SAC en el nivel de expresién del ARNm de la subunidad NR1 en CZy
ST. Nivel del ARNm de NR1 en CZ (panel 5A) en ratas control (CT); en ratas control con
tratamiento con EAE por 2 horas (2 horas); ratas control con tratamiento con SAC por 2 horas (2
horas); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion (2I/2R) sin y con
tratamiento con EAE; ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion (21/2R) sin y
con tratamiento con SAC. En el panel 5B se utilizaron los mismos grupos que en el panel 5A, pero
la determinacion del nivel de ARNm de NRL1 se realiz6 en ST. Se administr6 EAE (360 mg/kg de
peso; i.p.) 6 SAC (300 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la reperfusion. Se normalizé con la
expresion del ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se emple6 el método
ACT. El nivel de expresion se muestra como numero de veces con respecto al grupo control (CT).
Cada valor representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova, Tukey
***n<0.001
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Figura 6. Efecto de la SAC en el nivel de expresién del ARNm de la subunidad NR2B en CZ y
ST. Nivel del ARNm de NR2B en CZ (panel 6A) en ratas control (CT); en ratas control con
tratamiento con EAE por 2 horas (2 horas); ratas control con tratamiento con SAC por 2 horas (2
horas); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion (2I/2R) sin y con
tratamiento con EAE; ratas sometidas a 2 horas de isquemiay 2 horas de reperfusion (21/2R) sin y
con tratamiento con SAC. En el panel 6B se utilizaron los mismos grupos que en el panel 6A, pero
la determinacion del nivel de ARNm de NRL1 se realiz6 en ST. Se administr6 EAE (360 mg/kg de
peso; i.p.) 6 SAC (300 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la reperfusion. Se normalizé con la
expresion del ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se emple6é el método
ACT. El nivel de expresion se muestra como numero de veces con respecto al grupo control (CT).
Cada valor representa el promedio de cuatro experimentos independientes. Anova, Tukey
***n<0.001
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Efecto del EAE v SAC en la expresion de las proteinas de las subunidades
NR1y NR2B en CZ vy ST.

Analizamos la posible regulacién de las proteinas NR1 y NR2B por el
tratamiento con EAE y SAC utilizando anticuerpos monoclonales para NR1 (figura
7) y policlonales para NR2B (figura 8) en CZ y ST mediante inmunoblot. Los
resultados del andlisis densitométrico de cada uno de los grupos de estudio y su
andlisis estadistico, indicaron que la administracion del EAE y SAC no induce
cambios estadisticamente significativos en la expresion de las proteinas con
respecto al grupo control.
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Figura 7. Efecto del EAE y la SAC en el nivel de expresion del ARNm de la subunidad NR1
en CZ y ST. Nivel de expresion de la proteina NR1 en CZ (panel 7A) en ratas control (CT); en
ratas con tratamiento con EAE por 2 horas (2hEAE); ratas sometidas a 2 horas de isquemiay 2
horas de reperfusion (2I/2R) sin y con tratamiento con EAE (2I/2R EAE); ratas control con
tratamiento con EAE por 4 horas (4hEAE); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 4 horas de
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reperfusion (21/4R) sin y con tratamiento con EAE (2I/4R EAE); ratas control con tratamiento con
SAC por 2 horas (2hSAC); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusiéon con
tratamiento con SAC (21/2R SAC). En el panel 7B se utilizaron los mismos grupos que en el panel
7A, pero la determinacidon del nivel de expresion de la proteina NR1 se realiz6 en ST. Se
administré EAE (360 mg/kg de peso; i.p.) 6 SAC (300 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la
reperfusion. Se normalizé con la expresion de la proteina actina. Cada valor representa el
promedio de cuatro experimentos independientes.
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Figura 8. Efecto del EAE y la SAC en el nivel de expresion del ARNm de la subunidad NR2B
en CZ y ST. Nivel de expresion de la proteina NR2B en CZ (panel 8A) en ratas control (CT); en
ratas con tratamiento con EAE por 2 horas (2hEAE); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2
horas de reperfusion (2I/2R) sin y con tratamiento con EAE (2I/2R EAE); ratas control con
tratamiento con EAE por 4 horas (4hEAE); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 4 horas de
reperfusion (21/4R) sin y con tratamiento con EAE (2I/4R EAE); ratas control con tratamiento con
SAC por 2 horas (2hSAC); ratas sometidas a 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusiéon con
tratamiento con SAC (21/2R SAC). En el panel 8B se utilizaron los mismos grupos que en el panel
8A, pero la determinacidon del nivel de expresion de la proteina NR1 se realiz6 en ST. Se
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administré EAE (360 mg/kg de peso; i.p.) 6 SAC (300 mg/kg de peso; i.p.) al inicio de la

reperfusion. Se normalizé con la expresion de la proteina actina. Cada valor representa el
promedio de cuatro experimentos independientes.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSION.

La reperfusién incrementa el nivel de expresién del ARNm de las
subunidades NR1y NR2B en CZ vy ST.

La activacion inapropiada del RNMDA se ha implicado en la etiologia de
diversas enfermedades como esquizofrenia, IC, dolor crénico y Parkinson debido
a que la entrada excesiva de calcio a través del RNMDA puede causar muerte
neuronal excitotoxica. De acuerdo a esta observacion, el bloqueo del RNMDA en
modelos animales de IC tiene un efecto neuroprotector (Cull-Candy et al., 2001).

Nuestro estudio es el primero en describir una respuesta temporal
temprana de la expresion de las subunidades NR1 y NR2B en un modelo de I/R
en cerebro de rata adulta utilizando el método cuantitativo de RT-PCR en tiempo
real.

Los resultados del presente estudio indican que la isquemia durante un
periodo de 2 horas no provoca cambios en el nivel de expresion del ARNm de las
subunidades NR1 y NR2B en la CZ. Mientras que en ST provoc6 un incremento
en el nivel de expresiéon del ARNm de la subunidad NR1 pero no en NR2B.

Resultados similares han sido reportados, Hota et al., 2008 empleando un
modelo de hipoxia hipobarica, encontraron que la expresion del ARNm de NR1
incrementa en neuronas del hipocampo gradualmente a partir de los 3 dias (19%)
y hasta los 14 dias posteriores a la exposicién a hipoxia hipobarica (139%). A
pesar de que en ST no se detectd un incremento en el nivel de expresion del
ARNmM de NR2B, esto puede deberse a que el dafio ocasionado por la isquemia
no constituye un estimulo suficiente como para incrementar el nivel de expresion y
sea necesario el incremento de ERO producidas por la reperfusion, para poder
inducir el incremento de su expresion.

No todas las neuronas en el cerebro tienen la misma vulnerabilidad a la IC.
Las neuronas del hipocampo, de la CZ, del ST y las células de Purkinje del
cerebelo son mas vulnerables estas neuronas se denominan “selectivamente
vulnerables” (Hossmann., 1993). El incremento de NR1 en ST puede deberse a la
cercania con el hipocampo, una region con abundantes terminaciones
glutamatérgicas y consecuentemente con abundantes RNMDA que quizas esta

cercania sea la causa del incremento en el ARNm.
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Al evaluar en CZ la respuesta temporal de la expresion de las subunidades
NR1y NR2B mediada por la reperfusion cerebral, se detectaron incrementos en el
nivel de expresiéon del mensajero de ambas subunidades a las 2 horas de
reperfusion. En ST se incrementa el nivel de expresion de NR1y NR2B a2y 4
horas de reperfusion. Sin embargo, a 10, 24 y 48 horas no hubo cambios
significativos para ambas subunidades.

Se ha descrito que el estrés oxidativo contribuye a la etiologia de diversos
desoérdenes, principalmente neuroldgicos (e. g. Alzheimer, Parkinson, IC), debido
a que las neuronas son susceptibles al dafio oxidativo producido por las ERO. En
IC se producen grandes cantidades de ERO y ERN. (Hardingham y Lipton., 2010).
Sin embargo, la produccién de ERO es un proceso altamente controlado, y juega
un papel importante en la regulacion de la sefializacién celular. Cuando existe una
produccion excesiva de ERO en las mitocondrias pueden causar dafio a
proteinas, ADN vy lipidos; mientras que la produccion moderada regula la
sefalizacion celular permitiendo la activacion de la expresion genética (Hamanaka
y Chandel., 2010).

Peters et al., (1998) demostraron que después de 20 min de reperfusion se
observa el maximo en el incremento de la produccion de ERO, esta produccion se
mantiene elevada por lo menos durante 3 horas. Al evaluar en CZ la respuesta
temporal de la expresion de las subunidades NR1 y NR2B, mediada por la
reperfusion cerebral, se detectaron incrementos en el nivel de expresion del
mensajero de ambas subunidades a las 2, horas de reperfusion. Este incremento
en el nivel de expresion puede deberse a la activacion de factores de
transcripcion inducidos por el incremento de ERO en la reperfusién. Puesto que
se ha reportado que las ERO activan factores de transcripcion como el factor
STATS3, el factor regulador de interferén 3, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1)
y NF-kB (Dirnalg et al., 1999; Liu et al 2004). En particular, el NF-kB es regulado
por el estado redox de la célula y activado por ERO (Chan, 2001).

Los factores de transcripcion se unen especificamente a secuencias
consenso del ADN, en algunos casos a un tipo de secuencia consenso se pueden
unir diferentes grupos de factores de transcripcion, y un grupo de factores de
transcripcion puede interactuar con diferentes secuencias consenso. Por ejemplo,

los factores transcripcionales Sp se pueden unir a motivos G-C y G-T. NF-kB vy los
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factores transcripcionales Sp pertenecen a diferentes familias de factores de
transcripcion sin embargo comparten motivos G-C. Spl, 3 y 4 activan promotores,
incluyendo motivos G-C del promotor de NR1. Spl, 3 y 4 son activadores del
promotor de NR1 y acttan interactuando con el sitio de NF-kB (Liu et al 2004). De
tal manera que la activacion de estos factores de transcripcion sensibles a ERO
podrian ser los responsables del incremento en el nivel de expresion de NR1 y
NR2B en la reperfusion.

El tratamiento con EAE incrementa el nivel de expresién del ARNm de las
subunidades NR1y NR2B en ST.

Se ha propuesto el uso de antioxidantes (e. g. EAE, SAC, Epigallocatequin

gallate, quercetina, galangina, etc.) para contrarrestar el dafio causado por ERO.
A pesar de que son muchos los trabajos que evaltan al EAE, la mayoria de ellos
son encaminados a demostrar que el control de los radicales libres producidos en
I/IR, debido a las propiedades antioxidantes del EAE, esta asociado a su efecto
neruroprotector (Aguilera et al., 2010; Borek 2001; Durak et al 2004; Munday et
al., 1998), pero no se ha profundizado en determinar los mecanismos moleculares
involucrados (e. g. la regulacién de vias de sefalizacion).

En el presente trabajo encontramos que en ratas control el tratamiento con
EAE durante 2 horas, incrementa el nivel de expresion del ARNm de las
subunidades NR1 y NR2B en CZ y en ST. En neuronas corticales se ha
demostrado que HIF-1a regula la expresion de NR1 (Yeh et al. 2008). Agentes
antioxidantes como quercetina y galangina inducen el incremento en el nivel de la
proteina HIF-1a en condiciones de normoxia e hipoxia (Park et al. 2008). Esto
sugiere que en nuestro estudio el EAE podria favorecer un ambiente redox, al
actuar como atrapadores de radicales libres y promover la sintesis NR1 y NR2B
mediada por la estabilizacion de HIF-1a.

La administracién del EAE disminuyé el nivel de expresion del ARNm de
NR1y NR2B en ST. Dado que encontramos que la I/R induce el incremento de la
expresion de estas subunidades, la administracion de un antioxidante como el
EAE, podria estar provocando la estabilizacion del estrés oxidativo producido por
las ERO. De tal manera que el EAE podria estar bloqueando la activacion de los
factores de transcripcion inducidos por ERO, teniendo como resultado una

disminucion en la expresion de NR1 y NR2B.
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En la CZ no se encontr0 una respuesta al tratamiento con EAE. La
diferencia en el nivel de expresion del ARNm y el tratamiento con EAE entre estas
regiones cerebrales puede ser debida a que cada region cerebral esta compuesta
por diversos y diferentes tipos de neuronas, y cada tipo neuronal es diferente en
su formacion de circuitos y procesamiento de sefiales, esta diferencia puede estar
basada en la singularidad de los receptores de superficie de membrana o de los

neurotransmisores que se unen a sus receptores (Kirino et al., 1985).

La SAC disminuye el nivel de expresion del ARNm de las subunidades NR1
yNR2B en CZy ST.

La administracion de SAC a 2I/2R disminuyo de manera dramatica el nivel
de expresion de NR1 y NR2B en CZ y ST. El EAE indujo una disminucién del 2.5
+ 0.1; 1.2 + 0.1 veces en el nivel de expresién del ARNm de NR2B en ST. Sin

embargo la SAC provoco una disminucion dramatica en el nivel de expresion de
NR1(0.09 = 0.09; 0.03 £ 0.01 veces) en CZ y ST respectivamente; y de NR2B (0.2
+ 0.2; 0.4+ 0.02 veces) en CZ y ST respectivamente. La diferencia observada con
el EAE y con la SAC podria atribuirse principalmente a dos factores: 1) las
diferentes dosis de SAC y EAE empleados. La dosis utilizada de SAC (300mg/kg
de peso) fue de 1000 veces mayor en comparacion con la concentracion de SAC
gue contiene el EAE (360mg/kg de peso) ya que la concentracion de SAC que
contiene el EAE es de aproximadamente 1 pug por cada mg de EAE (Ahmad et al.,
2007). Utilizamos una alta concentracion de SAC porque previamente se ha
reportado su efecto neuroprotector en diversos modelos experimentales
empleando esta dosis (Kim et al.,, 2006; Numagami y Ohnishi 2001; Atif et al.,
2009). Por ejemplo, se ha demostrado que en un modelo de IC a traves de la
OACM, la administracion de SAC (300 mg/kg de peso) es un potente agente
neuroprotector en I/R, y modula los dafios neuronales inducidos por las
disfunciones mitocondriales en hipocampo (Atif et al., 2009). 2) el efecto de los
otros componentes del EAE (e. g. y-glutamil-S-alilcisteina; S-alilmercaptocisteina;
acido 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-beta-carbolino-3-carboxilico; acido 1-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-beta-carbolino-1,3-dicarboxilico) podria estar modulando otras
moléculas involucradas en la regulacién de la expresion de estas subunidades y

por lo tanto tener un efecto diferente al que se observa con la SAC.
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La administracion de agentes antioxidantes como el EAE y SAC regula el
estrés oxidativo en la célula, por lo que es posible que estos antioxidantes estén
regulando la actividad de factores transcripcionales que se ven involucrados en la

induccion de la actividad del promotor de NR1 y NR2B.

El EAE v SAC no requlan el nivel de expresién de las proteinas NR1y NR2B

enCZy ST.
El EAE y SAC a las concentraciones probadas no ejercieron efecto en la

expresion de las proteinas NR1 y NR2B. Estos resultados no demuestran de
manera concluyente que el EAE y SAC no ejerzan su efecto en la modulacién de
la expresion de estas proteinas debido a que: 1) el efecto en la concentracion de
la proteina podria estar ocurriendo a tiempos diferentes a los analizados. Por
ejemplo, la vida media de NR1 presenta dos poblaciones, de 2 y 34 horas que
corresponden, respectivamente, a las subunidades NR1 no ensambladas en
transito desde el reticulo endoplasmatico y a las expresadas en la superficie
celular formando complejos con las subunidades NR2 (Huh y Wenthold 1999).
Probablemente el efecto de estos antioxidantes sobre la concentracion de
proteinas pueda verse reflejada solo cuando se realicen las mediciones a tiempos
superiores a la vida media de las proteinas. 2) Es probable que estos compuestos
no actlan directamente sobre las proteinas, y solo actlen a través de la
regulacion de la expresion de su ARNm. Mediante PCR en tiempo real
detectamos la expresion de la variante que contiene el carboxilo terminal (C2:
exdén 22). Mientras que con el ensayo de WB detectamos todas las variantes de
NR1l. Esto sugiere que la SAC podria estar inhibiendo especificamente la
expresion del ARNm de la variante C2, sin embargo, las otras variantes podrian
seqguir expresandose y es por ello que la proteina sigue estable. Esta variante es
importante porque tiene un papel inhibitorio en trafico de las subunidades NR1
(Horak y Wenthold 2009).

En este trabajo definimos que en IC, el EAE y su componente mayoritario,
SAC, no afectan el nivel de proteinas de NR1 y NR2B, pero si el nivel de la
expresion del ARNm, esto ultimo dependera de la region donde se presente el

dafio y del tiempo de reperfusion.
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