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RESÚMEN 

 
 
Introducción. La isquemia cerebral produce alteraciones en el metabolismo energético y en la 
utilización de glucosa. La sobreexpresión de los transportadores de glucosa (GLUT-1 y GLUT-3) se 
induce como mecanismo de defensa en isquemia cerebral. Estos transportadores son regulados por 
HIF-1α en forma dependiente del estado redox celular. Compuestos con propiedades antioxidantes 
como el extracto de ajo envejecido (EAE) y la S-alilcisteína (SAC), podrían regular la expresión de 
genes que codifican para proteínas con actividad antioxidante como la subunidad catalítica de la 
glutamato cisteína ligasa (GCLC). Esta subunidad forma parte de la enzima que participa en la 
síntesis de glutatión (GSH) y por lo tanto que regula el estado redox celular. Objetivos. A) Determinar 
el efecto de la isquemia/reperfusión cerebral sobre el nivel de expresión de GLUT-1 y GLUT-3 y B) 
Determinar el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresión de GLUT-1, GLUT-3 y GCLC en 
isquemia/reperfusión cerebral. Métodos. Ratas macho Wistar fueron sometidas a 2 h de isquemia. Un 
grupo fue sacrificado a diferentes tiempos de reperfusión (0 a 48 h). A otro grupo se les administró el 
EAE (360 mg/Kg i.p.) y SAC (300 mg/Kg i.p.) al inicio de la reperfusión, y fueron sacrificados a 2 h de 
reperfusión. Se sintetizó ADN complementario a partir de ARN total extraído de corteza frontoparietal. 
Se utilizó PCR cuantitativa para cuantificar la expresión del ARNm de GLUT-1, GLUT-3 y GCLC, el 
ARN ribosomal 18S se utilizó para normalizar. Resultados. No se detectaron cambios en el nivel de 
expresión de los transportadores durante la isquemia. Se observó un primer incremento en la 
expresión a 1 h de reperfusión (GLUT-1: 2.16 ± 0.82 y GLUT-3: 2.21 ± 0.15 veces, Tukey, p˂0.05). Un 
segundo incremento lo observamos a 24 h (GLUT-1: 3.9 ± 1.6 y GLUT-3: 3.03 ± 0.37 veces, Tukey, 
p˂0.001). GLUT-1 se mantuvo elevado hasta las 48 h (3.3 ± 1.6 veces, Tukey, p˂0.001) de 
reperfusión, mientras que GLUT-3 regresó a su estado basal. En ratas isquémicas el EAE indujo un 
incremento en la expresión GLUT-1 y GLUT-3 (1.68 ± 0.17 y 2.74 ± 0.34 veces, respectivamente. 
Tukey, p˂0.05). La SAC también provocó un incremento en la expresión de GLUT-3 (3.54 ± 0.9 veces, 
Tukey, p˂0.001), no así en GLUT-1. El EAE y la SAC promovieron un incremento en la expresión de 
GCLC (7.90 ± 0.11 y 2.01 ± 0.21 veces, Tukey, p˂0.001, p˂0.05, respectivamente). Conclusiones. La 
isquemia/reperfusión cerebral induce la expresión de GLUT-1 y GLUT-3, como mecanismo de 
defensa. El EAE y la SAC inducen un incremento en la expresión de GCLC probablemente asociado a 
su efecto protector. Sin embargo, ambos inducen un incremento en la expresión de los 
transportadores; lo que, podría tener un efecto neurotóxico, al incrementar la concentración de 
glucosa intracelular y favorecer su entrada a vías metabólicas que incrementan la producción de 
radicales libres. 
 
Palabras claves: S-alilcísteina, extracto de ajo envejecido, transporte de glucosa, isquemia cerebral. 
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ABSTRACT  

 
Introduction. Cerebral ischemia causes changes in energy metabolism and glucose utilization. 
Overexpression of glucose transporters (GLUT-1 and GLUT-3) is a mechanism of defense in cerebral 
ischemia. HIF-1 α regulation of these transporters depends on the cellular redox state. The use of 
compounds with antioxidant properties such as aged garlic extract (EAE) and S-alilcisteína (SAC) also 
could regulate the expression of genes that codifies for proteins with antioxidant activity as the 
glutamate cysteine ligase catalytic subunit (GCLC). This enzyme is responsible for the synthesis of 
glutathione (GSH), and the primary reducing agent in the cell. Objectives.  A) Determine the effect of 
cerebral ischemia/reperfusion on the level of expression of GLUT-1 and GLUT-3 and B) Determine the 
effect of AGE and of the SAC on the level of expression of GLUT-1, GLUT-3 and GCLC in ischemia/ 
reperfusion conditions. Methods. Male Wistar rats were subjected to ischemia for 2 h. One group was 
sacrificed after different reperfusion times (from 0 to 48 h). Another group was treated with the AGE 
(360 mg/kg i.p.) and SAC (300 mg/kg i.p.) at the onset of reperfusion and was sacrificed 2 h after 
reperfusion. Complementary DNA was synthesized from 5µg of total RNA extracted from the 
frontoparietal cortex. Transporters were amplified using quantitative PCR. The amplification was 
performed utilizing specific TaqMan® probes for GLUT-1, GLUT-3, and GCLC. The 18S ribosomal 
RNA was used to normalize. Results. During ischemia no changes were found in the expression of the 
glucose transporters. A increase was observed at 1 h after reperfusion (GLUT-1: 2.16 ± 0.82 and 
GLUT-3: 2.21 ± 0.15 fold, Tukey, p˂0.05). A second increase was observed 24 h after reperfusion 
(GLUT-1: 3.9 ± 1.6 and GLUT-3: 3.03 ± 0.37 fold, Tukey, p˂0.001). GLUT-1 levels remained elevated 
at 24 h after reperfusion, whereas, GLUT-3 returned to basal levels. In the ischemic rats, an increase 
on GLUT-1 and GLUT-3 expression was induced by AGE (1.68 ± 0.17 and 2.74 ± 0.34 fold, 
respectively. Tukey, p˂0.05). The SAC also increased GLUT-3 expression but not cause any change 
on GLUT-1 expression. The AGE and SAC treatment also increased GCLC expression (7.90 ± 0.11 y 
2.01 ± 0.21 fold, Tukey, p˂0.001, p˂0.05, respectively). Conclusions. Ischemia/reperfusion brain 
induces the expression of GLUT-1 and GLUT-3, as a defense mechanism. The AGE and SAC 
treatment induce an increase in GCLC expression, probably associated with their protective effect. 
However, both compounds also induced the expression of transporters, which could have a neurotoxic 
effect by increasing intracellular glucose and the production of free radicals. 
 
Key words:  S-allyl cysteine, aged garlic extract, glucose transport, cerebral ischemia. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La glucosa es el principal sustrato utilizado para la producción de energía 

mediante diferentes vías metabólicas en el sistema nervioso central (SNC). Como el 

cerebro no puede sintetizar glucosa o almacenar grandes cantidades de glucógeno 

en los astrocitos, su abastecimiento depende de la glucosa presente en la sangre. La 

glucosa es captada por transportadores pertenecientes a la familia GLUT, los cuales 

transportan la glucosa desde la sangre por difusión facilitada en forma dependiente 

de la concentración (Castrejón et al., 2007). Se han descrito 13 isoformas de GLUTs; 

entre estas, GLUT-1 y GLUT-3 se expresan principalmente en SNC (Wood & 

Trayhurn, 2003). GLUT-1 se expresa como dos isoformas de diferente peso 

molecular; la isoforma de 55-kDa está localizada en células endoteliales de la barrera 

hematoencefálica, mientras que la de 45-kDa es localizada en los astrocitos. La 

diferencia en peso molecular se debe a la glucosilación de la isoforma de 55 kDa. Sin 

embargo, ambas tienen las mismas propiedades cinéticas y farmacológicas.  Por otro 

lado, GLUT-3 es un transportador de alta afinidad expresado principalmente en 

neuronas (Duelli & Kuschinsky, 2001; Qutub & Hunt, 2005; Simpson et al., 2008). La 

alta afinidad de este transportador es muy importante ya que el contenido de glucosa 

en el medio extracelular que rodea a las neuronas es de 1-2 mM comparado con los 

5-6 mM presentes en suero (Simpson et al., 2008). 

La concentración de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 se encuentran 

aumentada en una gran variedad de condiciones fisiopatológicas, entre las que  se 

incluye a la isquemia cerebral (Lee & Bondy, 1993; Vanucci et al., 1996:1998; Wei et 

al., 2008). La isquemia cerebral es el accidente cerebro vascular más frecuente en 

México, es una alteración que tiene su origen en la oclusión, por un trombo o un 

émbolo, de una de la principales arterias cerebrales (Moustafa & Baron, 2008). Al 

restablecimiento del flujo sanguíneo cerebral se le conoce como reperfusión. Cuando 

la reperfusión ocurre después de un tiempo corto de isquemia resulta benéfico; sin 

embargo, cuando el periodo de isquemia es prolongado, la reperfusión también 

puede causar un daño neuronal. Se ha descrito que el daño provocado por la 
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reperfusión involucra la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

(Peters et al., 1998; Muranyi & Li, 2006; Tsuruta et al., 2009). 

El estado redox puede definirse como el ambiente en donde existe un 

equilibrio entre moléculas oxidantes y reductoras. Las ERO son uno de los 

principales factores que determinan el estado redox celular; mientras que un nivel 

elevado de ERO induce un ambiente oxidante, un nivel disminuido de ERO induce un 

ambiente reductor. Otro factor que determina el estado redox celular es la 

concentración celular de glutatión (GSH), el principal agente antioxidante de la célula. 

El GSH es sintetizado por la glutamato cisteína ligasa (GCL), una enzima compuesta 

de dos subunidades, una catalizadora (GCLC) y otra moduladora (GCLM) (Huang et 

al., 1993). Se ha demostrado que agentes antioxidantes disminuyen el estrés 

oxidativo al neutralizar ERO o al incrementar la capacidad del sistema antioxidante 

endógeno mediante la regulación de la expresión de GCL (Myhrstad et al., 2002; 

Rawal et al., 2004; Moskaug et al., 2005). 

 En un modelo de isquemia inducido por 3 h de oclusión de la arteria cerebral 

media (OACM), se ha observado un marcado incremento en la expresión del ARNm 

de GLUT-1 a 1 h de reperfusión y un ligero incremento del ARNm de GLUT-3 a 3 h 

de reperfusión (Lee & Bondy, 1993). Hallazgos similares han sido reportados en un 

modelo de isquemia cerebral global en gerbos (Gerhar et al., 1996). El mecanismo 

responsable de la inducción de la expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3 en 

isquemia cerebral no se ha determinado. Sin embargo, se ha observado que el nivel 

de expresión de ambos transportadores aumenta en forma dependiente de la 

activación del factor inducido por hipoxia 1 alfa (HIF-1α; de “Hypoxia-inducible 

factor”) (Chen et al., 2001; Baumann et al., 2007; Ren et al., 2008).  

 HIF-1α es un factor de transcripción que se expresa de manera constitutiva 

pero que, en condiciones normales de oxígeno, es degradado por vía proteosomal al 

ser modificado postraduccionalmente por prolil hidroxilasas (Bruick & McKnight, 

2001). Cuando el oxígeno disminuye (e. g. en hipoxia y en isquemia), las prolil 

hidroxilasas son inactivadas y de esta forma HIF-1α se estabiliza, puede translocarse 

al núcleo y activar la transcripción de sus genes blanco (Jiang et al., 1996).  
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Por otro lado, algunos reportes indican que tanto en normoxia como en 

hipoxia, el estado redox celular juega un papel determinante en la estabilización de 

HIF-1α (Wang et al., 1995; Salceda & Caro, 1997; Guo et al., 2008).  

 El mecanismo por el cual el aumento en las ERO inducen la degradación de 

HIF-1α no está definido, pero se ha propuesto que pueden promover la degradación 

de HIF-1α a través de dos mecanismos. Primero, las ERO activan la vía de 

degradación proteosomal al oxidar a HIF-1α (Kong et al., 2007) y al modificar a las 

prolil hidroxilasas en condiciones de hipoxia (Callapina et al., 2005). Segundo, se ha 

reportado que p53 media la degradación de HIF-1α (Kaluzová et al., 2004). p53 es 

una proteína sensible al estado redox y puede ser activada en un ambiente pro-

oxidante. 

En este sentido, estudios recientes indican que en condiciones de hipoxia y 

normoxia, agentes antioxidantes (e. g. vitamina E, N-acetilcisteína, galangina, 

quercetina y epicatequina gallate) inducen un aumento en la expresión de HIF-1α y la 

subsecuente expresión de sus genes blanco, entre los que se incluyen al 

transportador GLUT-1 y GLUT-3 (Wilson & Poellinger, 2002; Zhang et al., 2004; Park 

et al., 2008; Guo et al., 2008). 

 Por otro lado, existen reportes del efecto protector de agentes con 

propiedades antioxidantes en modelos de isquemia cerebral; entre estos destaca el 

efecto del extracto de ajo envejecido (EAE). Este compuesto es una preparación que 

resulta de la extracción etanólica del ajo fresco a temperatura ambiente durante 20 

meses en un tanque de acero inoxidable (Wakunaga of America Co., 2006). El 

proceso de envejecimiento, transforma los compuestos irritantes del ajo en 

compuestos más estables y menos tóxicos (principalmente compuestos polares) 

(Weinberg et al., 1993). 

Se ha reportado que el EAE protege en un 70% cuando es administrado al 

inicio de la reperfusión, en ratas sometidas a 2 h de isquemia cerebral inducida por 

OACM. La protección observada se encontró asociada a la capacidad del EAE de 

inhibir la formación de nitrotirosina y al restituir la actividad de enzimas con actividad 

antioxidante como la superóxido dismutasa y la GSH peroxidasa (Aguilera et al., 

2009). Adicionalmente, se ha demostrado que la S-alilcisteína (SAC), el compuesto 
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mayoritario del EAE, atenúa el daño neuronal inducido por isquemia cerebral focal y 

global; este efecto protector de la SAC se ha atribuido a su capacidad de neutralizar 

peroxinitritos e inhibir la peroxidación lipídica (Numagami et al., 1996; Numagami & 

Ohnishi, 2001; Ji et al., 2006).  

El efecto protector del EAE y de la SAC  se ha atribuido a sus propiedades 

antioxidantes (Numagami et al., 1996; Numagami & Ohnishi, 2001; Ji et al., 2006; 

Aguilera et al., 2009), sin embargo no se ha estudiado a profundidad el mecanismo 

de acción. Como la expresión de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 es regulada 

a nivel transcripcional por HIF-1α, y la activación de HIF-1α está asociada a un 

ambiente redox reductor, el utilizar compuestos con propiedades antioxidantes podría 

generar un efecto en el patrón de expresión de los genes regulados por HIF-1α, 

como son los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 en isquemia cerebral. Es por ello 

que en el presente trabajo evaluamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de 

expresión de GLUT-1 y GLUT-3, con la finalidad de determinar si los transportadores 

participan en el mecanismo de acción de estos antioxidantes en isquemia cerebral. 

Además, evaluamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresión de 

GCLC, esto con el propósito de evaluar el estado redox celular, ya que un aumento 

en el nivel de expresión de esta enzima es indicativo de un ambiente redox reductor 

y esto nos podría indicar que HIF-1α estaría activado, incrementando la expresión de 

los transportadores GLUT-1 y GLUT-3. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
  

 2.1 Materiales 
 Kiolic Aged Garlic Extract Liquid (WAKUNAGA de America Co., Ltd. Mission 

Viejo, California, USA); TriZol (Invitrogen, USA); Deoxynucleoside triphosphate set 

(Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis USA); M-MLV Reverse Transcriptase 

(Promega, Madison USA); RNasin (Promega, Madison, USA); Randon Hexamers 

(Applied Biosystems, New Jersey USA); M-MLV Reverse Transcriptase Amortiguador 

(Promega, Madison USA); Ribosomal ARN Control Reagents (Applied Biosystem, 

California USA); TaqMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystem, New Jersey 

USA). 

 

2.2 Animales de Laboratorio 
Se emplearon ratas macho adultas, 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= 6-8). Para cada análisis, 

se usaron grupos independientes. Los animales tuvieron libre acceso al agua y al 

alimento. Durante el estudio, las ratas se mantuvieron bajo condiciones constantes 

de temperatura, humedad y luz (ciclos de 12 h luz/oscuridad). Todo los experimentos 

fueron realizados de acuerdo a la “NIH Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals”. 

 

2.3 Tratamientos.  
Se aplicó una dosis de 360 mg/kg de EAE (1.2 mL/Kg i.p.) o una dosis de 300 

mg/Kg i.p. de SAC, al término de las 2 h de la OACM y las ratas fueron sacrificadas a 

las 2 h de reperfusión. Se ocupó como control negativo una dosis de 1.2 mL/Kg i.p. 

de solución salina.  
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2.4 Modelo experimental de isquemia cerebral inducido por oclusión de 

la arteria cerebral media 
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 

cámara de halotano (2%). Posteriormente, un monofilamento de nylon 3-0 fue 

introducido a través de la arteria carótida proximal externa hasta el interior de la 

arteria carótida (aproximadamente 17 mm); en este punto el filamento ocluye el 

origen de la arteria cerebral media. Después de 2 h el filamento fue retirado para 

permitir la restauración del flujo sanguíneo (reperfusión). Las ratas se sacrificaron a 

diferentes tiempos de reperfusión (0, 1, 2, 3, 4, 6, 10, 24 y 48h).  

 

2.5 Pruebas conductuales para determinar el déficit neurológico 

El estado neurológico de cada rata fue determinado empleando 5 pruebas 

conductuales: 1) Flexión de la pata contralateral a la lesión, 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 daño doblan la pata contralateral a la lesión; 2) Motilidad espontánea, los 

animales se colocan en una superficie plana (0.5 metros de diámetro); 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 simultáneamente con ambas patas; 4) Prueba de 

la barra horizontal, a las ratas que son capaces de asirse del cable en la prueba 

anterior, se les determina el tiempo que pueden mantenerse colgados; los animales 

normales soportan por lo menos 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 dirección del movimiento durante 30 

segundos. Los animales dañados realizan al menos 5 vueltas en sentido contralateral 

a la lesión. A cada prueba conductual se le asignó un valor de 0 si el animal 

presentaba una conducta normal y de 1 si presentaba daño. La suma de los valores 

obtenidos en las 5 pruebas fue utilizada como déficit neurológico. La evaluación se 

realizó 30 minutos antes de la reperfusión. Las ratas con déficit neurológico mayor a 
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2 invariablemente presentan un daño por isquemia y reperfusión inducido por la 

OACM (Modificada de Longa et al., 1989; Menzies et al., 1992; Modo et al., 2000). 

 

2.6 Evaluación del nivel de expresión del ARNm de los transportadores 

de glucosa y de GCLC. 
Extracción de ARN total y síntesis de ADN complementario (ADNc). En todo el 

procedimiento se utilizó material libre de ARNasas, para ello se utilizó material de 

plástico nuevo y el material de vidrio fue tratado durante 15 minutos con agua 

oxigenada y enjuagado con agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC). Se hizo 

disección del cerebro y se extrajo la corteza frontoparietal. Se emplearon 

aproximadamente 50 mg de la corteza frontoparietal izquierda; a esta se le agregó 1 

mL de Trizol y se homogeneizó mecánicamente empleando un pistilo de teflón (10 

golpes en promedio). Las muestras fueron tratadas siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La concentración de ARN total fue determinada por espectrofotometría a 

260 nm. La síntesis del ADNc se realizó a partir de 5 µg de ARN total, el cual se 

mezcló con 2.5 µM de hexámeros al azar y se incubó durante 7 minutos a 65°C; 

transcurrido este tiempo se mezcló con amortiguador RT 5X (0.25 M Tris-HCl, 0.5 M 

KCl, 30 mM MgCl2, 25 mM DTT), 1 mM de desoxinucleotidostrifosfatados, 40 U de 

ARNsin y 200 U de reverso transcriptasa M-MLV. La reacción fue incubada durante 1 

h a 37°C. El ADNc se guardó en congelación a -20ºC hasta su uso. 

RT-PCR en tiempo real. En este procedimiento se utilizó un termociclador 

7500 Real Time PCR System de Applied Biosystems. El análisis de la expresión de 

los transportadores (GLUT-1 y GLUT-3) y de GCLC, se realizó empleando ensayos 

prediseñados por Applied Biosystems, los cuales contienen oligonucleótidos sentido 

y antisentido en concentraciones no limitantes y una sonda TaqMan® MGB 6-FAM 

específicos. Secuencia de las sonda TaqMan®: GLUT-1, 5’-ACTGTGGTGTCGCTGT 

TCGTCGTGG-3’, (Rn00684729_g1); GLUT-3,  GTTACTGAAGGATGAATATGAAGC 

C) (Rn01492963_m1)  y (Rn00563101_m1) GCLC: CTCAAGTGGGGTGACGAGGTG 

GAGT), Applied Biosystem, California USA. Como control interno del ensayo se 

determinó la expresión del ARN ribosomal de la subunidad 18S, utilizando una sonda 

TaqMan®VIC. Cada experimento se repitió 2 veces y todas las reacciones de PCR 
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se realizaron por triplicado. Se incluyó un control negativo sin ADNc. Las condiciones 

de amplificación fueron las recomendadas por el proveedor: 1 ciclo de 10 minutos a 

95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 92ºC y 1 minutos a 60ºC. El análisis de los datos 

se realizó utilizando el método comparativo ∆CT (Livak & Schmittgen, 2001). 

Análisis estadístico: Los datos se expresaron como la media±D.E. y se aplicó 

un análisis de varianza de factorial completo. Posteriormente, se empleó la prueba 

de comparaciones múltiples de Tukey, usando el programa Prisma 3.01, Graph Pad. 

Un valor de P<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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3. RESULTADOS 
 

3.1. La isquemia/reperfusión cerebral aumenta la expresión de los 

transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3 

Para determinar el efecto de la isquemia cerebral transitoria sobre el nivel de 

expresión del ARNm del transportador de células gliales y de células endoteliales de 

la barrera hematoencefálica, GLUT-1 y del transportador neuronal, GLUT-3, se 

emplearon muestras de corteza frontoparietal de ratas sometidas a 2 h de isquemia 

inducida por 2 h de OAMC y sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusión (0, 1, 2, 

3, 4, 6, 10, 24 y 48 h) y se midieron los niveles de los mensajeros por RT-PCR en 

tiempo real.  

Encontramos que el nivel de expresión de GLUT1 no se altera después de 2 h 

de isquemia. Durante la reperfusión observamos dos cambios importantes. El 

primero fue un aumento de 2.16 ± 0.82 veces (Tukey, p˂0.05) después de 1 h de 

reperfusión; posteriormente, entre 2 y 10 h de reperfusión la expresión del 

transportador regresó a su nivel basal. Un segundo aumento lo observamos a las 24 

h de reperfusión (3.9 ± 1.6 veces, Tukey, p˂0.001), el cual se mantuvo hasta las 48 h 

(3.3 ± 1.6 veces, Tukey, p˂0.001) (Figura 1). 

Un efecto similar en el patrón de expresión del ARNm de GLUT-1 lo 

encontramos para el ARNm del transportador neuronal GLUT-3. A 1 h de reperfusión 

el nivel del ARNm de GLUT-3 aumentó 2.21 ± 0.15 veces (Tukey, p˂0.001). El nivel 

expresión  regresó al nivel basal entre las 2 y 10 h de reperfusión; a las 24 h de 

reperfusión volvió a aumentar 3.03 ± 0.37 veces (Tukey, p˂0.001). En este caso, el 

nivel de expresión regresó a su estado basal a las 48 h de reperfusión (Figura 1). 

3.2 El EAE induce la expresión de GLUT-1 y GLUT-3 en 

isquemia/reperfusión cerebral 

Poco se conoce acerca del mecanismo protector del EAE en isquemia 

cerebral. En nuestro estudio determinamos el efecto del EAE sobre el nivel de 

expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3, con el objetivo de determinar uno de 
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sus posibles mecanismos de neuroprotección. Se emplearon muestras de corteza 

frontoparietal de ratas sometidas a 2 h de OACM y 2 h de reperfusión, el tratamiento 

con el EAE (360 mg/kg i.p.) fue administrado al inicio de la reperfusión.  

Las ratas isquémicas que recibieron el tratamiento con el EAE mostraron un 

aumento significativo en la expresión del ARNm de GLUT-1 (1.68 ± 0.17 veces, 

Tukey, p˂0.05) y de GLUT-3 (2.74 ± 0.34 veces, Tukey, p˂0.001) con respecto a las 

ratas isquémicas que no recibieron el tratamiento. Adicionalmente, observamos que 

en las ratas control (sin isquemia) que recibieron el tratamiento con el EAE, se 

produjo un aumento significativo en el ARNm de GLUT-1 (1.86 ± 0.48, Tukey, 

p˂0.05) y de GLUT-3 (5.17 ± 0.62, Tukey, p˂0.05) con respecto a las ratas control 

(Figura 2). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Efecto de la reperfusión cerebral en la expresión del ARNm de los 
transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3. Las ratas fueron sometidas a 2 h de 
OACM y fueron sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusión (0, 1, 2, 3, 4, 6, 10, 24 
y 48 h). El ARN total fue extraído de corteza frontoparietal de cerebro y utilizado en la 
síntesis de ADNc. (●) Cambios en la expresión del ARNm de GLUT-1, (■) cambios en 
la expresión del ARNm de GLUT-3. La expresión de los transportadores se determinó 
empleando sondas TaqMan, normalizando con la expresión del ARN ribosomal 18S. 
Para cuantificar el nivel de expresión se empleó el método ∆CT. La expresión se 
expresa en número de veces con respecto al grupo control (CT). Anova, Tukey, *p< 
0.05, ** p< 0.001 
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3.3 La SAC aumentó la expresión de GLUT-1 y GLUT-3 en 

isquemia/reperfusión cerebral 

La SAC es el componente mayoritario del EAE (Lawson & Gardner, 2005). 

Está documentado que la SAC tiene un efecto neuroprotector en isquemia cerebral 

(Numagami & Ohnishi, 2001; Ji et al., 2006). En nuestro estudio evaluamos el efecto 

de la SAC sobre el nivel de expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3, con la 

finalidad de determinar si el efecto inducido por el EAE sobre el nivel de expresión de 

dichos transportadores, es atribuido a este principio activo. La SAC (300mg/kg i.p.) 

fue administrada al término de la isquemia y las ratas fueron sacrificadas a las 2 h de 

reperfusión. 

En las ratas isquémicas tratadas con SAC, se observó un aumento 

estadísticamente significativo en el nivel de expresión de GLUT-3 (3.54 ± 0.9 veces, 

Tukey, p˂0.001), comparado contra las ratas isquémicas que no recibieron el 

tratamiento con SAC. En cambio, no se observó un incremento significativo en el 

nivel de expresión de GLUT-1 (0.70 ± 0.11 veces, Tukey, p>0.05). Por otro lado, 

Figura 2. Efecto del EAE y de la SAC en la expresión de los ARNm de los transportadores 
de glucosa GLUT-1 y GLUT-3. Las ratas fueron sometidas a 2 h de OACM y fueron 
sacrificadas luego de 2 h de reperfusión. Se administró 360 mg/kg i.p. de EAE (1.2mL/kg i.p.) 
(barras negras) y 300 mg/kg i.p. de SAC (barra gris) al término de la isquemia. El ARN total fue 
extraído de corteza frontoparietal de cerebro y utilizado en la síntesis de ADNc. La expresión de 
los ARNm de los transportadores de glucosa se determinó empleando sondas TaqMan, 
normalizando con el ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresión se empleó el 
método ∆CT. La expresión se cuantifica en número de veces con respecto al grupo control (CT). 
Anova, Tukey, *p< 0.05, ** p< 0.001 
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encontramos que en las ratas control (sin isquemia) tratadas con SAC se observa un 

incremento significativo en el nivel de expresión de los ARNm de GLUT-1 (2.1 ± 1.7, 

Tukey, p˂0.05) y de GLUT-3 (3.7 ± 1.2 veces, Tukey, p˂0.001) con respecto a las 

ratas control (Figura 2).  

3.4  El EAE y la SAC aumentan la expresión de la subunidad catalítica 
de la glutamato cisteína ligasa (GCLC) en isquemia/reperfusión cerebral 

Determinamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresión del 

ARNm de GCLC, con el objetivo de tener una referencia del estado redox celular. 

Los animales fueron tratados con el EAE y con la SAC al término de las 2 h de 

OACM y se sacrificaron después de 2 h de reperfusión.  

Figura 4. Efecto del EAE y de la SAC en la expresión del ARNm de 
GCLC. Las ratas fueron sometidas a 2 h OACM y fueron sacrificadas luego 
de 2 h de reperfusión. Se administró 360 mg/kg i.p. de EAE (1.2mL/kg i.p.) 
(barras negras) y 300 mg/kg i.p. de SAC (barra gris) al término de la 
isquemia. El ARN total fue extraído de corteza frontoparietal de cerebro y 
utilizado en la síntesis de ADNc. La expresión de ARNm de GCLC se 
determinó empleando sondas TaqMan, normalizando con el ARN ribosomal 
18S. Para cuantificar el nivel de expresión se empleó el método ∆CT. La 
cuantificación representa el número de veces que cambia con respecto al 
grupo control (CT). Anova, Tukey, *p< 0.05, ** p< 0.001. 
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En las ratas isquémicas se observó que el tratamiento con el EAE induce un 

incremento significativo en la expresión de GCLC (7.90 ± 0.11 veces, Tukey, 

p˂0.001), con respecto a las ratas isquémicas sin tratamiento. Además, en las ratas 

control a las que se les administró el EAE se produjo un incremento significativo de 

2.05 ± 0.53 veces (Tukey, p˂0.001) en el nivel de expresión de GCLC, comparado 

contra el de ratas control. Al evaluar el efecto de la administración de la SAC en la 

ratas isquémicas, encontramos un aumento estadísticamente significativo en el nivel 

de expresión del ARNm de GCLC (2.09 ± 0.21 veces, Tukey, p˂0.05); mientras que, 

en el grupo control tratado con SAC, no se observó un cambio significativo en el nivel 

de expresión de GCLC (Figura 3). 
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES 
 
 

4.1 La isquemia/reperfusión cerebral aumenta la expresión del ARNm 

de los transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3 

Estudios previos han examinado el efecto de la isquemia global y focal en la 

expresión de los transportadores de glucosa en cerebro de roedores adultos (Lee & 

Bondy, 1993; Gerhart et al., 1994; McCall et al., 1995: 1996). Sin embargo, este es el 

primer estudio en describir el curso temporal de la expresión genética de GLUT-1 y 

GLUT-3 posterior a un daño isquémico en cerebro de rata adulta, utilizando el 

método cuantitativo de la RT-PCR en tiempo real.  

En el presente estudio demostramos que el daño ocasionado por la isquemia 

cerebral inducida por OACM en ratas, provoca alteraciones en el nivel de expresión 

del ARNm de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3. Encontramos un primer 

aumento en la expresión de ambos transportadores a 1 h de reperfusión. Este 

cambio representa un mecanismo de respuesta al requerimiento energético 

necesario para restaurar los gradientes iónicos neuronales e iniciar los mecanismos 

de reparación celular. De hecho, se sabe que la respuesta ante la falta de oxígeno 

induce la sobre expresión de genes que codifican para proteínas que participan en 

diversos procesos adaptativos ante la isquemia, como angiogénesis, proliferación, 

sobrevivencia celular, reactividad vascular, eritropoyesis y el metabolismo de la 

glucosa (Semenza, 2001). 

El aumento en la expresión de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 puede 

resultar benéfico al favorecer el incremento de la concentración de glucosa 

intracelular en regiones cerebrales donde el suministro energético es bajo. Urabe et 

al., (1996), evaluaron los cambios en la expresión de GLUT-1 y GLUT-3, utilizando 

Northern blot, en un modelo de isquemia inducida por OACM durante 3 h. Este grupo 

encontró un incremento del 300% en el nivel de GLUT-1 a 1 h de reperfusión, 

resultado similar al obtenido en nuestro estudio. Sin embargo, este grupo reportó que 

el nivel de expresión de GLUT-3 no se modifica hasta después de las 3 h de 
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reperfusión, donde observan un aumento del 300%; mientras que en nuestro estudio, 

detectamos un incremento en la expresión del ARNm de GLUT-3 desde la primera 

hora de reperfusión, la cual regresa a su estado basal a partir de las 2 h de 

reperfusión. Las diferencias observadas en ambos estudios pueden estar asociadas 

a la sensibilidad de las técnicas, debido a que la RT-PCR tiempo real es cuantitativa 

mientras que el Northern blot es semicuantitativo o incluso puede deberse al tiempo 

de isquemia utilizado por cada grupo.  

Se desconocen los mecanismos de regulación de la expresión genética de los 

transportadores GLUT-1 y GLUT-3 en un proceso de isquemia cerebral; sin embargo, 

existen evidencias que sugieren tres diferentes mecanismos: 1) la concentración de 

glucosa. Estudios en cultivos celulares han reportado un incremento en el ARNm de 

GLUT-1 y GLUT-3 en respuesta a la concentración extracelular de glucosa (Klip et 

al., 1994; Nagamatzu et al., 1994), esto es importante ya que durante la 

isquemia/reperfusión se altera la concentración de glucosa; 2) la concentración de 

calcio. En cultivos de miocitos y fibroblastos la despolarización repetitiva induce un 

incremento en el ARNm de GLUT-1 (Wertheimer et al., 1991); una característica de 

la isquemia/reperfusión cerebral es inducir una intensa despolarización; y 3) 

activación de HIF-1α. En cultivos no neuronales sometidos a condiciones de 

normoxia e hipoxia se ha observado un incremento en el nivel de expresión de 

GLUT-1 y GLUT-3 en forma dependiente de HIF-1α (Chen et al., 2001; Baumann et 

al., 2007; Ren et al., 2008); esto resulta interesante en el aspecto que la isquemia se 

caracteriza por la ausencia de oxigeno. El incremento observado en la expresión de 

ambos transportadores en isquemia cerebral a 1 h de reperfusión, podría estar 

asociado con la activación de HIF-1α. En un modelo de isquemia inducido por arresto 

cardiaco, se encontró un aumento en el nivel de la proteína HIF-1α a 1 h de 

reperfusión, provocando un incremento en la expresión de genes, entre los que se 

encuentra el transportador GLUT-1 (Chávez & LaManna, 2002).  

Un segundo aumento en la expresión de GLUT-1 y GLUT-3 lo observamos a 

las 24 h de reperfusión. Sugerimos que el HIF-1α también puede ser el responsable 

de la inducción de la expresión de los transportadores a tiempos largos, ya que en un 

modelo de isquemia cerebral inducido por 2 h de OACM, se encontró que el nivel de 
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la proteína HIF-1α se incrementa desde las 6 h de reperfusión, y su máxima 

expresión se da a las 24 y 48 h de  reperfusión (Althaus et al., 2006). Además, se 

demostró que el incremento en el nivel de HIF-1α es funcional ya que se induce la 

expresión de sus genes blanco, como son eritropoyetina y el factor de crecimiento 

del endotelio vascular (Althaus et al., 2006). 

El aumento en la expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3 (1 y 24 h) 

correlaciona con la concentración elevada de glucosa a 1 y 24 h de reperfusión 

reportada previamente por Vannucci et al., (1994), en un modelo de isquemia 

cerebral inducido por ligación de la arteria carótida común. Esto nos sugiere que el 

incremento en la expresión del ARNm de ambos transportadores puede verse 

reflejado en un incremento en la concentración de la proteína y por lo tanto en el 

transporte de glucosa.  

En un modelo de isquemia global, el flujo sanguíneo cerebral fue encontrado 

severamente reducido durante las primeras horas (16 % por debajo del control) y se 

mantuvo aproximadamente a la mitad del valor del control a los 2 días de la 

reperfusión (Crumrine & LaManna, 1991). Es probable que el incremento que 

observamos en el nivel de ARNm de ambos trasportadores a las 24 horas, sea un 

mecanismo de defensa contra la hipoperfusión que se mantiene durante varias horas 

después de un periodo de isquemia, con la finalidad de suministrar sustrato 

energético y restablecer la función celular.  

Por último, a las 48 h de reperfusión, encontramos un tercer incremento en el 

nivel de ARNm de GLUT-1; mientras que a este tiempo GLUT-3, regresó a su nivel 

basal de expresión. El incremento observado en GLUT-1, también podría estar 

asociado a la hipoperfusión observada al tercer día de reperfusión. La diferencia en 

la expresión observada entre ambos transportadores a las 48 h de reperfusión, 

podría está asociada al tipo celular en el que se expresan los transportadores. GLUT-

1 se expresa en astrocitos y en células endoteliales de la barrera hematoencefálica, 

mientras que GLUT-3 se expresa en neuronas, estos tipos celulares tienen diferentes 

funciones y diferente sensibilidad a la glucosa. El tráfico metabólico entre neuronas y 

astrocitos es complejo, la glucosa es captada predominantemente por los astrocitos; 

además, la glucosa por sí sola no es capaz de sostener la supervivencia de neuronas 
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in vitro. Resulta interesante que otros sustratos metabólicos (lactato y piruvato) 

pueden ser liberados por los atrocitos. Durante la actividad sináptica se observa una 

acumulación de glutamato en la hendidura sináptica, el transportador de glutamato 

astrocitico garantiza la remoción del glutamato de la hendidura sináptica, la entrada 

de Na+ cotransportado con glutamato activa la Na+/K+ ATPasa disminuyendo el nivel 

de ATP. Un nivel disminuido de ATP activa el flujo glucolítico estimulando la 

captación de glucosa en los capilares. El lactato y piruvato, principales productos de 

la glucolisis en astrocitos son liberado y tomado por las neuronas para obtener 

energía  a través del ciclo de Krebs (Magistretti et al., 2000). Es muy probable que la 

explicación al incremento observado en GLUT-1 y la disminución de GLUT-3 tenga 

respuesta con lo mencionado anteriormente, donde se explica que no solo la glucosa 

sirve como sustrato para la obtención de energía por las neuronas. 
 

4.2 El EAE y la SAC inducen la expresión de los ARNm de GLUT-1 y -3 

en isquemia/reperfusión cerebral. 
 

Se ha reportado que el EAE y la SAC tienen un efecto protector en isquemia 

cerebral (Numagami et al., 1996; Numagami & Ohnishi, 2001; Ji et al., 2006; Aguilera 

et al., 2009); sin embargo, su mecanismo de acción no ha sido establecido. 

Previamente, se ha observado que la sobreexpresión de los transportadores de 

glucosa puede tener un efecto protector en isquemia cerebral (Lee & Bondy, 1993; 

Gerhar et al., 1996). GLUT-1 y GLUT-3 son regulados a nivel transcripcional por el 

factor de transcripción HIF-1α  (Chen et al., 2001; Baumann et al., 2007; Ren et al., 

2008). La estabilización y consecuente activación de HIF-1α, en condiciones de 

normoxia como en ausencia de oxigeno (e. g. isquemia cerebral), se ha asociado con 

el estado redox celular (Wang et al., 1995; Salceda & Caro, 1997; Guo et al., 2008). 

Es por ello que en el presente trabajo evaluamos el efecto del EAE y la SAC en el 

nivel de expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3 en isquemia cerebral, con la 

finalidad de determinar si este es uno de los posibles mecanismos de acción de los 

antioxidantes. 

En nuestros resultados observamos que en las ratas isquémicas que 

recibieron el tratamiento tanto con EAE como con SAC, se induce un incremento en 
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la expresión de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3. Similar a datos reportados por otros 

investigadores donde en condiciones de normoxia in vitro y en un modelo de 

isquemia cerebral inducida por OACM se demostró que agentes antioxidantes (e. g. 

la vitamina E y quercetina) inducen un incremento en nivel de expresión GLUT-1 y 

GLUT-3 dependiente de la activación del HIF-1α (Wilson & Poellinger, 2002; Zhang 

et al., 2004). 

Es posible que este incremento en la expresión sea un mecanismo de 

protección; sin embargo, en datos no publicados por nuestro grupo de trabajo, 

encontramos que la SAC (300 mg/kg; i.p.) administrada al termino de la isquemia 

cerebral, no tiene un efecto protector a las 2 h de reperfusión.  Dado que el efecto 

inducido por el extracto sobre la expresión de ambos transportadores es el mismo 

que el inducido por la SAC, podemos sugerir que este incremento no esta asociado 

al efecto protector. Al contrario, nos inclinamos por la idea de que el incremento en el 

nivel de expresión de ambos transportadores podría estar asociado a un mecanismo 

de neurotóxicidad. En este sentido, se ha demostrado que la exposición a una alta 

concentración de glucosa es tóxica para la célula (Shi & Liu, 2006).  

El daño celular inducido por una concentración elevada de glucosa ha sido 

vinculado con la generación de ERO (Muranyi & Li, 2006; Tomlinson & Gardiner, 

2008). En cultivos celulares se ha observado que una concentración óptima de 

glucosa (25 mM) mantiene un ambiente reducido en las neuronas; mientras que 

concentraciones por arriba de la concentración óptima (50-100 mM) favorecen 

condiciones de estrés oxidativo en el medio, incrementan la relación de GSH 

reducido/GSH oxidado y ocasiona muerte celular (Shi & Liu, 2006).  

Por ello, sugerimos que el incremento en GLUT-1 y GLUT-3 inducido por el 

EAE y la SAC, aunque sea parte de una respuesta de neuroprotección, podría estar 

provocando neurotóxicidad. Sin embargo, para determinarlo, será necesario evaluar 

en nuestro modelo, si el efecto observado por los antioxidantes sobre la expresión de 

los transportadores de glucosa, también afecta el papel funcional de los 

transportadores lo que provocaría un aumento en la captación de glucosa, lo cual 

puede ser tóxico.  
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4.3 El EAE y la SAC inducen la expresión del ARNm de GCLC en 

isquemia/reperfusión cerebral. 

En este estudio determinamos el efecto del EAE y de la SAC en el nivel de 

expresión del ARNm de GCLC, con la finalidad de tener un parámetro de la 

concentración de GSH y por lo tanto del estado redox celular. En nuestros resultados 

encontramos que en las ratas isquémicas, el tratamiento con el EAE y con la SAC 

induce un incremento en el nivel de expresión de GCLC. Este resultado es similar a 

los reportados por otros investigadores, quienes encontraron que plantas tropicales 

como la Rubia cordifolia, la Fagonia cretica linn y la Tinospora cordifolia 

(caracterizadas por tener un alto contenido de antioxidantes), así como agentes 

antioxidantes como el quercetin y epicatequina gallate, inducen un aumento en el 

nivel de expresión de GCLC en cultivos neuronales y en rebanadas hipocampales 

sometidas a condiciones de normoxia e isquemia. Es relevante hacer notar que el 

incremento en la expresión de GCLC lo vieron reflejado como un aumento en el nivel 

de GSH (Rawal et al., 2004, Guo et al., 2008; Kang et al., 2009). Esto sugiere que en 

nuestro modelo, el EAE y la SAC podrían favorecer un ambiente redox reductor, al 

actuar como atrapadores de radicales libres y al promover la síntesis de GSH 

mediada por el incremento en la expresión del ARNm de GCLC.  

En nuestro estudio encontramos que el tratamiento con EAE produce un 

mayor incremento en la expresión de GCLC en las ratas isquémicas, que la SAC. 

Esta diferencia en el efecto del EAE sobre el nivel de expresión de GCLC, 

posiblemente esté asociado a su efecto protector y puede relacionarse a la 

complejidad del extracto, ya que contiene otros compuestos con propiedades 

antioxidantes como la S-alil-mercaptilcisteína, γ-glutamil-S-alil-cisteína, etc. (Lawson 

& Gardner, 2005). 

La expresión de GCLC es regulada principalmente a nivel transcripcional. El 

gen de GCLC contiene múltiples sitios de unión para factores de transcripción; estos 

sitios incluyen elementos de respuesta antioxidante (AREs), sitios de unión para el 

factor AP1 (de “activator protein 1”) y sitios de unión para el factor SP1 (de 

“specificity protein 1”) (Mulcahy et al., 1997; Tomonari et al., 1997). Los ARE son los 

principales elementos que regulan la transcripción del ARNm de GCLC a través de la 
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interacción con el factor nuclear eritroide-2 relacionado con el factor-2 (Nrf2) (Li et al., 

1996; Mulcahy et al., 1997; Wild et al., 1999).  
 

El factor de transcripción Nrf2 regula la expresión de numerosos genes que 

codifican para enzimas destoxificantes o con actividad antioxidante, entre los que 

destaca el gen de la GCLC. Su actividad transcripcional es regulada tanto por 

agentes oxidantes como por antioxidantes. Por un lado, la actividad del factor Nrf2 se 

encuentra constitutivamente reprimida debido a su unión con una proteína 

citoplásmica llamada Keap1 (de “Kelch-like ECH- associated protein 1”) (Kensler, 

2007). La dimerización de Keap1/Nrf2 induce la ubiquitinación de Nrf2 en residuos de 

lisina lo que promueve su degradación vía proteosomal. La translocación de Nrf2 al 

núcleo es regulada por agentes oxidantes, los cuales al oxidar a grupos sulfhidrilos 

de las cisteínas de Keap1 o al inducir la fosforilación de un residuo de serina de Nrf2, 

promueven la disociación del complejo Keap1/Nrf2 (Kobayashi et al., 2006). Por otro 

lado, Venugopal & Jaiswal (1996), demostraron un incremento en la activación de 

Nrf2 en respuesta a antioxidantes (e. g. tert-butyl hydroquinone). Un estudio reciente 

reportó que el extracto acuoso Acanthopanax senticosus induce un incremento en la 

expresión de enzimas antioxidantes (e. g. GCLC); este incremento se encontró 

dependiente de la activación de factor Nrf2 (Wang et al., 2009).  

El incremento en la expresión de GCLC inducido por la SAC y el EAE podría 

estar asociado a la activación de Nrf2. Sin embargo, el mecanismo por el cual 

agentes antioxidantes inducen la expresión de Nrf2 no está determinado. 

4.4 CONCLUSIONES 

En resumen, este es el primer estudio en describir el curso temporal de la 

expresión genética de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 en isquemia en cerebro 

de rata adulta, utilizando el método cuantitativo de la RT-PCR en tiempo real. 

Además, nuestros datos proporcionan la primera evidencia de que agentes 

antioxidantes como el EAE y la SAC promueven la expresión de los ARNm de GLUT-

1 y GLUT-3. Por otro lado, la inducción de la expresión del ARNm de GCLC por el 

EAE y la SAC podría estar participando en el mecanismo de neuroprotección en 

isquemia cerebral.  



pág. 24 
  

5. ANEXOS 

Anexo 1 

 Participación en el XXIVth International Symposium on Cerebral Blood Flow, 

Metabolism and function. Chicago, IL, USA. June 29 – July 3rd. 2009. 
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Anexo 2 

Participación en la XXIV Reunión Anual de Investigación del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez”.                                                                                                       

México, D. F. Mayo 21-22, 2009.  
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