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RESUMEN

Introduccidén. La isquemia cerebral produce alteraciones en el metabolismo energético y en la
utilizacion de glucosa. La sobreexpresion 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-1a en forma dependiente del estado redox celular. Compuestos con propiedades antioxidantes
como el extracto de ajo envejecido (EAE) y la S-alilcisteina (SAC), podrian regular la expresion de
genes que codifican para proteinas con actividad antioxidante como la subunidad catalitica de la
glutamato cisteina ligasa (GCLC). Esta subunidad forma parte de la enzima que participa en la
sintesis de glutation (GSH) y por lo tanto que regula el estado redox celular. Objetivos. A) Determinar
el efecto de la isquemia/reperfusidn cerebral sobre el nivel de expresién de GLUT-1 y GLUT-3 y B)
Determinar el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresién de GLUT-1, GLUT-3y GCLC en
isquemia/reperfusion cerebral. Métodos. Ratas macho Wistar fueron sometidas a 2 h de isquemia. Un
grupo fue sacrificado a diferentes tiempos de reperfusion (0 a 48 h). A otro grupo se les administré el
EAE (360 mg/Kg i.p.) y SAC (300 mg/Kg i.p.) al inicio de la reperfusion, y fueron sacrificados a 2 h de
reperfusion. Se sintetiz6 ADN complementario a partir de ARN total extraido de corteza frontoparietal.
Se utiliz6 PCR cuantitativa para cuantificar la expresion del ARNm de GLUT-1, GLUT-3 y GCLC, el
ARN ribosomal 18S se utiliz6 para normalizar. Resultados. No se detectaron cambios en el nivel de
expresion de los transportadores durante la isquemia. Se observé un primer incremento en la
expresion a 1 h de reperfusion (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
reperfusion, mientras que GLUT-3 regresd a su estado basal. En ratas isquémicas el EAE indujo un
incremento en la expresion GLUT-1 y GLUT-3 (1.68 + 0.17 y 2.74 + 0.34 veces, respectivamente.
Tukey, p<0.05). La SAC también provoco un incremento en la expresion de GLUT-3 (3.54 + 0.9 veces,
Tukey, p<0.001), no asi en GLUT-1. El EAE y la SAC promovieron un incremento en la expresion de
GCLC (7.90 £ 0.11 y 2.01 £ 0.21 veces, Tukey, p<0.001, p<0.05, respectivamente). Conclusiones. La
isquemia/reperfusion cerebral induce la expresion de GLUT-1 y GLUT-3, como mecanismo de
defensa. El EAE y la SAC inducen un incremento en la expresién de GCLC probablemente asociado a
su efecto protector. Sin embargo, ambos inducen un incremento en la expresion de los
transportadores; lo que, podria tener un efecto neurotdxico, al incrementar la concentracion de
glucosa intracelular y favorecer su entrada a vias metabdlicas que incrementan la produccion de
radicales libres.

Palabras claves: S-alilcisteina, 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 o 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-alilcisteina (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 5ug of total RNA extracted from the
frontoparietal cortex. Transporters were amplified using quantitative PCR. The amplification was
performed utilizing specific TagMan® 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. INTRODUCCION

La glucosa es el principal sustrato utilizado para la produccion de energia
mediante diferentes vias metabdlicas en el sistema nervioso central (SNC). Como el
cerebro no puede sintetizar glucosa o almacenar grandes cantidades de glucégeno
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 difusion facilitada en forma dependiente
de la concentracién (Castrejon 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 esta localizada en células endoteliales de la barrera
hematoencefalica, mientras que la de 45-kDa es localizada en los astrocitos. La
diferencia en peso molecular se debe a la glucosilacion de la isoforma de 55 kDa. Sin
embargo, ambas tienen las mismas propiedades cinéticas y farmacolégicas. 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 concentracion de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 se encuentran
aumentada en una gran variedad de condiciones fisiopatolégicas, 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 mas frecuente en
México, es una alteracién que tiene su origen en la oclusién, por un trombo o0 un
émbolo, de una de la principales arterias cerebrales (Moustafa & Baron, 2008). Al
restablecimiento del flujo sanguineo cerebral se le conoce como reperfusion. Cuando
la reperfusion ocurre después de un tiempo corto de isquemia resulta benéfico; sin
embargo, cuando el periodo de isquemia es prolongado, la reperfusién también

puede causar un dafio neuronal. Se ha descrito que el dafio provocado por la
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reperfusién involucra la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (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
concentracion celular de glutation (GSH), el principal agente antioxidante de la célula.
El GSH es sintetizado por la glutamato cisteina 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
endoégeno mediante la regulacion de la expresion de GCL (Myhrstad et al., 2002;
Rawal et al., 2004; Moskaug et al., 2005).

En un modelo de isquemia inducido por 3 h de oclusién de la arteria cerebral
media (OACM), se ha observado un marcado incremento en la expresion del ARNm
de GLUT-1 a 1 h de reperfusion y un ligero incremento del ARNm de GLUT-3 a 3 h
de reperfusion (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 induccién de la expresion 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 expresion de ambos transportadores aumenta en forma dependiente de la
activacion del factor inducido por hipoxia 1 alfa (HIF-1la; de “Hypoxia-inducible
factor”) (Chen et al., 2001; Baumann et al., 2007; Ren et al., 2008).

HIF-1o. es un factor de transcripcion que se expresa de manera constitutiva
pero que, en condiciones normales de oxigeno, es degradado por via proteosomal al
ser modificado postraduccionalmente por prolil hidroxilasas (Bruick & McKnight,
2001). Cuando el oxigeno disminuye (e. g. en hipoxia y en isquemia), las prolil
hidroxilasas son inactivadas y de esta forma HIF-1a se estabiliza, puede translocarse

al nacleo y activar la transcripcion 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 estabilizacion de
HIF-1a (Wang et al., 1995; Salceda & Caro, 1997; Guo et al., 2008).

El mecanismo por el cual el aumento en las ERO inducen la degradacion de
HIF-1a no esta definido, pero se ha propuesto que pueden promover la degradacion
de HIF-1la a través de dos mecanismos. Primero, las ERO activan la via de
degradacion proteosomal al oxidar a HIF-1a (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 degradacion de HIF-1a (Kaluzova et al., 2004). p53 es
una proteina 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-acetilcisteina, galangina,
quercetina y epicatequina gallate) inducen un aumento en la expresion de HIF-1a y la
subsecuente expresion 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 preparacion que
resulta de la extraccion etandlica 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 mas estables y menos toxicos (principalmente compuestos polares)
(Weinberg et al., 1993).

Se ha reportado que el EAE protege en un 70% cuando es administrado al
inicio de la reperfusién, en ratas sometidas a 2 h de isquemia cerebral inducida por
OACM. La proteccién observada se encontré asociada a la capacidad del EAE de
inhibir la formacion de nitrotirosina y al restituir la actividad de enzimas con actividad
antioxidante como la superéxido dismutasa y la GSH peroxidasa (Aguilera et al.,

2009). Adicionalmente, se ha demostrado que la S-alilcisteina (SAC), el compuesto
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mayoritario del EAE, atenua el dafio 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 peroxidacion lipidica (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 accién. Como la expresion de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 es regulada
a nivel transcripcional por HIF-1a, y la activacion de HIF-1o estd asociada a un
ambiente redox reductor, el utilizar compuestos con propiedades antioxidantes podria
generar un efecto en el patrén de expresion de los genes regulados por HIF-1a,
como son los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 en isquemia cerebral. Es por ello
gue en el presente trabajo evaluamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de
expresion de GLUT-1 y GLUT-3, con la finalidad de determinar si los transportadores
participan en el mecanismo de accién de estos antioxidantes en isquemia cerebral.
Ademas, evaluamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresion de
GCLC, esto con el proposito de evaluar el estado redox celular, ya que un aumento
en el nivel de expresion de esta enzima es indicativo de un ambiente redox reductor
y esto nos podria indicar que HIF-1a estaria activado, incrementando la expresion de
los transportadores GLUT-1y GLUT-3.
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2. MATERIALES Y METODOS

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); TagMan 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 andlisis,
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 aplicé 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 vy las ratas fueron sacrificadas a
las 2 h de reperfusién. Se ocup6 como control negativo una dosis de 1.2 mL/Kg i.p.

de solucion salina.
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2.4 Modelo experimental de isquemia cerebral inducido por oclusiéon 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
camara de halotano (2%). Posteriormente, un monofilamento de nylon 3-0 fue
introducido a través de la arteria cardtida 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 h 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, 6, 10, 24 y 48h).

2.5 Pruebas conductuales para determinar el déficit neuroldgico

El estado neurologico 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 dafo doblan la pata contralateral a la lesién; 2) Motilidad espontanea, los
animales se colocan en una superficie plana (0.5 metros de diametro); 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 simultaneamente 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 direccion del movimiento durante 30
segundos. Los animales dafiados realizan al menos 5 vueltas en sentido contralateral
a la lesion. A cada prueba conductual se le asigné 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 neurolégico. La evaluacion se

realizé 30 minutos antes de la reperfusién. Las ratas con déficit neurolégico mayor a
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2 invariablemente presentan un dafio por isquemia y reperfusion inducido por la
OACM (Modificada de Longa et al., 1989; Menzies et al., 1992; Modo et al., 2000).

2.6 Evaluacidn del nivel de expresion del ARNm de los transportadores
de glucosay de GCLC.

Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario (ADNc). En todo el
procedimiento se utiliz6 material libre de ARNasas, para ello se utiliz6 material de
plastico 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
disecciébn del cerebro y se extrajo la corteza frontoparietal. Se emplearon
aproximadamente 50 mg de la corteza frontoparietal izquierda; a esta se le agreg6 1
mL de Trizol y se homogeneiz6 mecanicamente empleando un pistilo de teflon (10
golpes en promedio). Las muestras fueron tratadas siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion de ARN total fue determinada por espectrofotometria a
260 nm. La sintesis del ADNc se realiz6 a partir de 5 ug de ARN total, el cual se
mezclé con 2.5 uM de hexameros al azar y se incub6 durante 7 minutos a 65°C;
transcurrido este tiempo se mezclé con amortiguador RT 5X (0.25 M Tris-HCI, 0.5 M
KCI, 30 mM MgCI2, 25 mM DTT), 1 mM de desoxinucleotidostrifosfatados, 40 U de
ARNSsin y 200 U de reverso transcriptasa M-MLV. La reaccion fue incubada durante 1
h a 37°C. El ADNc se guardoé en congelacion a -20°C hasta su uso.

RT-PCR en tiempo real. En este procedimiento se utilizé6 un termociclador
7500 Real Time PCR System de Applied Biosystems. El analisis de la expresion de
los transportadores (GLUT-1 y GLUT-3) y de GCLC, se realiz6 empleando ensayos
predisefiados por Applied Biosystems, los cuales contienen oligonucleétidos sentido
y antisentido en concentraciones no limitantes y una sonda TagMan® MGB 6-FAM
especificos. Secuencia de las sonda TagMan®: GLUT-1, 5-ACTGTGGTGTCGCTGT
TCGTCGTGG-3', (RN00684729 gl); GLUT-3, GTTACTGAAGGATGAATATGAAGC
C) (Rn01492963 m1) y (Rn00563101_m1l) GCLC: CTCAAGTGGGGTGACGAGGTG
GAGT), 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 repitid 2 veces y todas las reacciones de PCR
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se realizaron por triplicado. Se incluyd un control negativo sin ADNc. Las condiciones
de amplificacion fueron las recomendadas por el proveedor: 1 ciclo de 10 minutos a
95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 92°C y 1 minutos a 60°C. El analisis de los datos
se realizo utilizando el método comparativo ACT (Livak & Schmittgen, 2001).

Andlisis estadistico: Los datos se expresaron como la mediatD.E. y se aplico
un analisis de varianza de factorial completo. Posteriormente, se empleo la prueba
de comparaciones multiples de Tukey, usando el programa Prisma 3.01, Graph Pad.

Un valor de P<0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1. La isquemia/reperfusion cerebral aumenta la expresién de los

transportadores de glucosa GLUT-1y GLUT-3

Para determinar el efecto de la isquemia cerebral transitoria sobre el nivel de
expresion del ARNm del transportador de células gliales y de células endoteliales de
la barrera hematoencefélica, 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 vy sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusion (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 expresion de GLUTL1 no se altera después de 2 h
de isquemia. Durante la reperfusibn observamos dos cambios importantes. El
primero fue un aumento de 2.16 + 0.82 veces (Tukey, p<0.05) después de 1 h de
reperfusion; posteriormente, entre 2 y 10 h de reperfusién la expresion del
transportador regresoé a su nivel basal. Un segundo aumento lo observamos a las 24
h de reperfusion (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 patrén de expresion del ARNm de GLUT-1 lo
encontramos para el ARNm del transportador neuronal GLUT-3. A 1 h de reperfusion
el nivel del ARNm de GLUT-3 aument6 2.21 + 0.15 veces (Tukey, p<0.001). El nivel
expresion regresoé al nivel basal entre las 2 y 10 h de reperfusion; a las 24 h de
reperfusion volvié a aumentar 3.03 + 0.37 veces (Tukey, p<0.001). En este caso, el

nivel de expresion regreso a su estado basal a las 48 h de reperfusion (Figura 1).

3.2 ElI EAE induce Ila expresibn de GLUT-1 y GLUT-3 en
isquemial/reperfusion 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

expresion de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3, con el objetivo de determinar uno de
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sus posibles mecanismos de neuroproteccién. Se emplearon muestras de corteza
frontoparietal de ratas sometidas a 2 h de OACM y 2 h de reperfusion, el tratamiento
con el EAE (360 mg/kg i.p.) fue administrado al inicio de la reperfusion.

Las ratas isquémicas que recibieron el tratamiento con el EAE mostraron un
aumento significativo en la expresiéon 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).

-e- GLUT-1
- GLUT-3

Nivel relativo GLUT/18S

Tiempo de reperfusion (h)

Figura 1. Efecto de la reperfusién cerebral en la expresion del ARNm de los
transportadores de glucosa GLUT-1y GLUT-3. Las ratas fueron sometidas a 2 h de
OACM vy fueron sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusién (0, 1, 2, 3, 4, 6, 10, 24
y 48 h). El ARN total fue extraido de corteza frontoparietal de cerebro y utilizado en la
sintesis de ADNc. (e) Cambios en la expresién del ARNm de GLUT-1, (m) cambios en
la expresion del ARNm de GLUT-3. La expresion de los transportadores se determind
empleando sondas TagMan, normalizando con la expresion del ARN ribosomal 18S.
Para cuantificar el nivel de expresion se empled el método ACT. La expresion se
expresa en namero de veces con respecto al grupo control (CT). Anova, Tukey, *p<
0.05, ** p< 0.001
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3.3 La SAC aumentdé la expresion de GLUT-1 y GLUT-3 en

isquemial/reperfusién cerebral

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

reperfusion.

En las ratas isquémicas tratadas con SAC, se observO un aumento
estadisticamente significativo en el nivel de expresion 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 observé un incremento significativo en el

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

[ S lralamieno
o - RN J60mgkg i p

" GLUT-1 s GLUT-3 [ SAC 300 myhy i p

4 *E
2 * 2 & =
'é. 3 T 'él *k
o (o) 4
2 2
€ ?] i
£ 4
= AL T 2,

! — —

Control Isquemia/Reperfusion Control Isquemia/Reperfusion

Figura 2. Efecto del EAE y de la SAC en la expresion 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 reperfusion. Se administré 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. EI ARN total fue
extraido de corteza frontoparietal de cerebro y utilizado en la sintesis de ADNc. La expresién de
los ARNm de los transportadores de glucosa se determind empleando sondas TagMan,
normalizando con el ARN ribosomal 18S. Para cuantificar el nivel de expresion se empleé el
método ACT. La expresion se cuantifica en nimero de veces con respecto al grupo control (CT).
Anova, Tukey, *p< 0.05, ** p< 0.001 pag. 14



encontramos que en las ratas control (sin isquemia) tratadas con SAC se observa un
incremento significativo en el nivel de expresion 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 expresion de la subunidad catalitica

de la glutamato cisteina ligasa (GCLC) en isquemia/reperfusién cerebral

Determinamos el efecto del EAE y de la SAC sobre el nivel de expresion del
ARNmM 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 vy se sacrificaron después de 2 h de reperfusion.

10+ GCLC . 1 Sin fratameento
I EAE 360 mgky i p.
3 SAC 300 mgkg i p.
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Figura 4. Efecto del EAE y de la SAC en la expresion del ARNm de
GCLC. Las ratas fueron sometidas a 2 h OACM y fueron sacrificadas luego
de 2 h de reperfusion. Se administr6 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. EI ARN total fue extraido de corteza frontoparietal de cerebro y
utilizado en la sintesis de ADNc. La expresion de ARNm de GCLC se
determin6 empleando sondas TagMan, normalizando con el ARN ribosomal
18S. Para cuantificar el nivel de expresién se empleé el método ACT. La
cuantificacion representa el nUmero 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 observé que el tratamiento con el EAE induce un
incremento significativo en la expresion de GCLC (7.90 + 0.11 veces, Tukey,
p<0.001), con respecto a las ratas isquémicas sin tratamiento. Ademas, en las ratas
control a las que se les administré el EAE se produjo un incremento significativo de
2.05 £ 0.53 veces (Tukey, p<0.001) en el nivel de expresion de GCLC, comparado
contra el de ratas control. Al evaluar el efecto de la administracion de la SAC en la
ratas isquémicas, encontramos un aumento estadisticamente significativo en el nivel
de expresion del ARNm de GCLC (2.09 £ 0.21 veces, Tukey, p<0.05); mientras que,
en el grupo control tratado con SAC, no se observd un cambio significativo en el nivel

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

4.1 La isquemial/reperfusion cerebral aumenta la expresion del ARNm

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

Estudios previos han examinado el efecto de la isquemia global y focal en la
expresion 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 expresién genética de GLUT-1 y
GLUT-3 posterior a un dafio isquémico en cerebro de rata adulta, utilizando el

meétodo cuantitativo de la RT-PCR en tiempo real.

En el presente estudio demostramos que el dafio ocasionado por la isquemia
cerebral inducida por OACM en ratas, provoca alteraciones en el nivel de expresién
del ARNm de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3. Encontramos un primer
aumento en la expresidon de ambos transportadores a 1 h de reperfusién. Este
cambio representa un mecanismo de respuesta al requerimiento energético
necesario para restaurar los gradientes iénicos neuronales e iniciar los mecanismos
de reparacion celular. De hecho, se sabe que la respuesta ante la falta de oxigeno
induce la sobre expresion de genes que codifican para proteinas que participan en
diversos procesos adaptativos ante la isquemia, como angiogénesis, proliferacion,
sobrevivencia celular, reactividad vascular, eritropoyesis y el metabolismo de la

glucosa (Semenza, 2001).

El aumento en la expresion de los transportadores GLUT-1 y GLUT-3 puede
resultar benéfico al favorecer el incremento de la concentracion de glucosa
intracelular en regiones cerebrales donde el suministro energético es bajo. Urabe et
al., (1996), evaluaron los cambios en la expresion de GLUT-1 y GLUT-3, utilizando
Northern blot, en un modelo de isquemia inducida por OACM durante 3 h. Este grupo
encontré un incremento del 300% en el nivel de GLUT-1 a 1 h de reperfusion,
resultado similar al obtenido en nuestro estudio. Sin embargo, este grupo reporté que

el nivel de expresion de GLUT-3 no se modifica hasta después de las 3 h de
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reperfusién, donde observan un aumento del 300%; mientras que en nuestro estudio,
detectamos un incremento en la expresion del ARNm de GLUT-3 desde la primera
hora de reperfusion, la cual regresa a su estado basal a partir de las 2 h de
reperfusion. 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 regulacion de la expresion 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 concentracién de
glucosa. Estudios en cultivos celulares han reportado un incremento en el ARNm de
GLUT-1 y GLUT-3 en respuesta a la concentracion extracelular de glucosa (Klip et
al.,, 1994; Nagamatzu et al., 1994), esto es importante ya que durante la
isquemia/reperfusién se altera la concentracion de glucosa; 2) la concentracién de
calcio. En cultivos de miocitos y fibroblastos la despolarizacion repetitiva induce un
incremento en el ARNm de GLUT-1 (Wertheimer et al., 1991); una caracteristica de
la isquemia/reperfusion cerebral es inducir una intensa despolarizacién; y 3)
activacion de HIF-1la. En cultivos no neuronales sometidos a condiciones de
normoxia e hipoxia se ha observado un incremento en el nivel de expresién de
GLUT-1 y GLUT-3 en forma dependiente de HIF-1a (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 expresion de
ambos transportadores en isquemia cerebral a 1 h de reperfusion, podria estar
asociado con la activacion de HIF-1a. En un modelo de isquemia inducido por arresto
cardiaco, se encontré6 un aumento en el nivel de la proteina HIF-1la a 1 h de
reperfusion, provocando un incremento en la expresion de genes, entre los que se
encuentra el transportador GLUT-1 (Chavez & LaManna, 2002).

Un segundo aumento en la expresion de GLUT-1 y GLUT-3 lo observamos a
las 24 h de reperfusion. Sugerimos que el HIF-1a también puede ser el responsable
de la induccion de la expresion de los transportadores a tiempos largos, ya que en un

modelo de isquemia cerebral inducido por 2 h de OACM, se encontrd que el nivel de
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la proteina HIF-la se incrementa desde las 6 h de reperfusion, y su maxima
expresion se da a las 24 y 48 h de reperfusion (Althaus et al., 2006). Ademas, se
demostro que el incremento en el nivel de HIF-1a es funcional ya que se induce la
expresion de sus genes blanco, como son eritropoyetina y el factor de crecimiento
del endotelio vascular (Althaus et al., 2006).

El aumento en la expresion de los ARNm de GLUT-1 y GLUT-3 (1 y 24 h)
correlaciona con la concentracion elevada de glucosa a 1 y 24 h de reperfusion
reportada previamente por Vannucci et al.,, (1994), en un modelo de isquemia
cerebral inducido por ligacion de la arteria carétida comun. Esto nos sugiere que el
incremento en la expresion del ARNm de ambos transportadores puede verse
reflejado en un incremento en la concentracion de la proteina y por lo tanto en el
transporte de glucosa.

En un modelo de isquemia global, el flujo sanguineo 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 dias de la
reperfusion (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 hipoperfusion que se mantiene durante varias horas
después de un periodo de isquemia, con la finalidad de suministrar sustrato
energeético y restablecer la funcién celular.

Por ultimo, a las 48 h de reperfusién, encontramos un tercer incremento en el
nivel de ARNm de GLUT-1; mientras que a este tiempo GLUT-3, regresé a su nivel
basal de expresion. El incremento observado en GLUT-1, también podria estar
asociado a la hipoperfusion observada al tercer dia de reperfusion. La diferencia en
la expresion observada entre ambos transportadores a las 48 h de reperfusion,
podria estd asociada al tipo celular en el que se expresan los transportadores. GLUT-
1 se expresa en astrocitos y en células endoteliales de la barrera hematoencefalica,
mientras que GLUT-3 se expresa en neuronas, estos tipos celulares tienen diferentes
funciones y diferente sensibilidad a la glucosa. El trafico metabdlico entre neuronas y
astrocitos es complejo, la glucosa es captada predominantemente por los astrocitos;

ademas, la glucosa por si sola no es capaz de sostener la supervivencia de neuronas
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in vitro. Resulta interesante que otros sustratos metabdlicos (lactato y piruvato)
pueden ser liberados por los atrocitos. Durante la actividad sinaptica se observa una
acumulaciéon de glutamato en la hendidura sinaptica, el transportador de glutamato
astrocitico garantiza la remocién del glutamato de la hendidura sinaptica, 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 glucolitico estimulando la
captacion 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
energia a través del ciclo de Krebs (Magistretti et al., 2000). Es muy probable que la
explicacion al incremento observado en GLUT-1 y la disminucion de GLUT-3 tenga
respuesta con lo mencionado anteriormente, donde se explica que no solo la glucosa

sirve como sustrato para la obtencion de energia por las neuronas.

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

en isquemial/reperfusién 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 accidon no ha sido establecido.
Previamente, se ha observado que la sobreexpresion 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 transcripcion HIF-1a (Chen et al., 2001; Baumann et al., 2007; Ren et al.,
2008). La estabilizacion y consecuente activacion de HIF-1a, 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 expresion 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 accion 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 expresion 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 demostré que agentes antioxidantes (e. g.
la vitamina E y quercetina) inducen un incremento en nivel de expresion GLUT-1 y
GLUT-3 dependiente de la activacion del HIF-1a (Wilson & Poellinger, 2002; Zhang
et al., 2004).

Es posible que este incremento en la expresibn sea un mecanismo de
proteccién; 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 reperfusién. Dado que el efecto
inducido por el extracto sobre la expresion 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 expresion de ambos transportadores podria estar asociado a un mecanismo
de neurotéxicidad. En este sentido, se ha demostrado que la exposicion a una alta
concentracion de glucosa es toxica para la célula (Shi & Liu, 2006).

El dafio celular inducido por una concentracion elevada de glucosa ha sido
vinculado con la generacion de ERO (Muranyi & Li, 2006; Tomlinson & Gardiner,
2008). En cultivos celulares se ha observado que una concentracion Optima de
glucosa (25 mM) mantiene un ambiente reducido en las neuronas; mientras que
concentraciones por arriba de la concentracion 6ptima (50-100 mM) favorecen
condiciones de estrés oxidativo en el medio, incrementan la relacion 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 neuroproteccion, podria estar
provocando neurotoxicidad. Sin embargo, para determinarlo, sera necesario evaluar
en nuestro modelo, si el efecto observado por los antioxidantes sobre la expresion de
los transportadores de glucosa, también afecta el papel funcional de los
transportadores lo que provocaria un aumento en la captaciéon de glucosa, lo cual

puede ser toxico.
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4.3 ElI EAE y la SAC inducen la expresion del ARNm de GCLC en

isquemial/reperfusion cerebral.

En este estudio determinamos el efecto del EAE y de la SAC en el nivel de
expresion del ARNm de GCLC, con la finalidad de tener un parametro de la
concentracion 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 expresién 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), asi como agentes
antioxidantes como el quercetin y epicatequina gallate, inducen un aumento en el
nivel de expresion 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 expresion 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 podrian favorecer un ambiente redox reductor, al
actuar como atrapadores de radicales libres y al promover la sintesis de GSH
mediada por el incremento en la expresion del ARNm de GCLC.

En nuestro estudio encontramos que el tratamiento con EAE produce un
mayor incremento en la expresion de GCLC en las ratas isquémicas, que la SAC.
Esta diferencia en el efecto del EAE sobre el nivel de expresion 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-mercaptilcisteina, y-glutamil-S-alil-cisteina, etc. (Lawson
& Gardner, 2005).

La expresion de GCLC es regulada principalmente a nivel transcripcional. El
gen de GCLC contiene multiples sitios de union para factores de transcripcion; estos
sitios incluyen elementos de respuesta antioxidante (ARES), sitios de unién para el
factor AP1 (de “activator protein 1”) y sitios de union 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 transcripcion del ARNm de GCLC a través de la
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interaccion 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 transcripcion Nrf2 regula la expresion 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 unidon con una proteina
citoplasmica llamada Keapl (de “Kelch-like ECH- associated protein 17) (Kensler,
2007). La dimerizacion de Keapl/Nrf2 induce la ubiquitinacion de Nrf2 en residuos de
lisina lo que promueve su degradaciéon via proteosomal. La translocacion de Nrf2 al
ndcleo es regulada por agentes oxidantes, los cuales al oxidar a grupos sulfhidrilos
de las cisteinas de Keapl o al inducir la fosforilaciéon de un residuo de serina de Nrf2,
promueven la disociacion del complejo Keapl/Nrf2 (Kobayashi et al., 2006). Por otro
lado, Venugopal & Jaiswal (1996), demostraron un incremento en la activacion de
Nrf2 en respuesta a antioxidantes (e. g. tert-butyl hydroquinone). Un estudio reciente
reportd que el extracto acuoso Acanthopanax senticosus induce un incremento en la
expresion de enzimas antioxidantes (e. g. GCLC); este incremento se encontro
dependiente de la activacion de factor Nrf2 (Wang et al., 2009).

El incremento en la expresion de GCLC inducido por la SAC y el EAE podria
estar asociado a la activacion de Nrf2. Sin embargo, el mecanismo por el cual

agentes antioxidantes inducen la expresion de Nrf2 no esta determinado.
4.4 CONCLUSIONES

En resumen, este es el primer estudio en describir el curso temporal de la
expresion 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.
Ademas, nuestros datos proporcionan la primera evidencia de que agentes
antioxidantes como el EAE y la SAC promueven la expresion de los ARNm de GLUT-
1 y GLUT-3. Por otro lado, la induccion de la expresion del ARNm de GCLC por el
EAE y la SAC podria estar participando en el mecanismo de neuroproteccion en

isquemia cerebral.
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5. ANEXOS

Anexo 1

Participacion en el XXIVth International Symposium on Cerebral Blood Flow,

Metabolism and function. Chicago, IL, USA. June 29 — July 3rd. 2009.
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tection was observed in male neurons infected with
shRNA and additionally exposed to TRP channel
inhibitors. Consistent with TRP inhibitor data, no
protection was observed in female neurons infected
with TRPM2 shRNA lentivirus.

Conclusions: Sexual dimorphism in ischemic injury
after stroke is well documented and the effect of sex
steroids in outcome has been well established. Using
sex-specific cortical neuronal cultures, we report a
gender-specific role for TRPM2 channel activation in
neuronal damage following in vitro ischemia. These
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data indicate that differential TRPM2 channel reg-
ulation following ischemia contributes to sex-speci-
fic outcome and that inhibition of TRPM2 channels
may provide a novel neuroprotective strategy for
improving stroke outcomes in men.
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Involvement of HIF pathway in the protective mechanisms of aged garlic
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Ischemia and reperfusion generate oxidative stress
hence the use of antioxidants diminish disease
progression. Aged garlic extract (AGE) is an odorless
garlic presentation with antioxidant properties. In
middle cerebral artery occlusion (MCAO) model in
rats the administration of AGE at the onset of
reperfusion (R) significantly reduced the size of the
infarct area. The treatment with AGE prevented the
increase in nitrotyrosine positive cells and the
decrease in antioxidant enzymes activity induced
by MCAQO. Several antioxidant compounds like
vitamin E and quercetin decrease damage induced
by ischemia partially through the hypoxia inducible
factor (HIF) pathway. In order to determine if this
pathway is invoived in the protective mechanism of
AGE, we evaluated the expression of HIF-1 alpha and
its target genes hemooxygenase-1 (HO-1) and glucose
transporter 1 and 3 (GLUT-1 and-3).

Methods: Rats were subjected to MCAO for zh,
treated with 1.2 mL/kg/i.p. of AGE at the beginning
of reperfusion (R) and sacrificed after 2h (2I/2R
group). Brain damage was determined measuring the
infarct area by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
staining and evaluating motor impairment.’ Total
RNA was obtained from frontoparietal cortex and
concentration was determined spectrophotometri-
cally. Five micrograms of RNA were used to
synthesize the cDNA. TagMan probes were used for
detection of HIF-1alfa, HO-1, GLUT-1 and -3 mRNA.
188 ribosomal RNA was used as an internal control.
Amplification was performed utilizing an ABI
PRISM 7500 sequence detection system from Ap-
plied Biosystems. Data were calculated utilizing the
DCt method. Data are expressed as mean-fold
change +s.d. and analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by a post hoc Tukey test

Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism (2009) 29, $420-5454

(SPSS 13.0). P<0.05 was considered statistically
significant.

Results: AGE reduced the infarct area in 2I/2R + AGE
group by 70%. However, this treatment itself was not
associated with a noticeable improvement in the
neurological outcome. HIF-1 alpha mRNA in 2I/2R
group (0.62 *0.04-fold) showed an increase with the
AGE treatment (1.84 +0.12-fold). After this result we
decided to analyze the response of HIF-1 target genes
HO-1, GLUT-1 and -3. HO-1 mRNA showed an
increase after 2I/1R and 2I/2R (16.23 +4.19 and
48,93 + 20.70-fold respectively). 2I/2R+AGE group
did not induce any significantly change (61.24 +
18.35-fold). After 1h R, GLUT mRNA increased
{(GLUT-1, 2.43 £0.77 and GLUT-3, 3.16£ 0.48 -foid]
and returned to basal level after 2h R (GLUT-1,
1.03 £ 0.33 and GLUT-3, 1.33 £0.15 fold). AGE treat-
ment after 2h R induces an increase in GLUT-3
mRNA in control +AGE and 2I/2R+ AGE groups
(6.62+2.95 and 3.44 +1.42 -fold, respectively).
Conclusions: The increase observed in HO-1 and
GLUT-1 mRNA in the 2I/1R group could be asso-
ciated to the HIF-1 alpha protein stabilization or by
activation of other transcription factors as part of
brain endogenous protective mechanisms. Interest-
ingly, HIF-1 alpha and GLUT-3 mRNA was increased
by AGE treatment. Since HIF-1 alpha and its target
genes could contribute to the establishment of
tolerance in the brain, it is possible that AGE is
contributing to protect brain through the activation
of this pathway.

Reference

1. Longa EZ et al. Reversible middle cerebral artery
occlusion without craniectomy in rats. Stroke 1989;
20:84-91.
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El dano inducido en laisquemia cerebral, se acrecienta
debido al estrés oxidativo generado durante el periodo de
reperfusion. Se ha propuesto que regular la concen-
tracién de glucosa que ingresa a las células es
importante para prevenir el dafio por estrés oxidativo.
En el cerebro, el transporte de glucosa es dependiente
de dos isoformas de los transportadores de glucosa:
GLUT1, presente en células gliales, y GLUTS3, expresado
enneuronas.

Empleando un modelo murino in vivo de isque-
mia/reperfusién cerebral, determinamos por RT-PCR
cuantitativa la expresién del RNAm de ambos
transportadores en corteza frontoparietal. Las ratas
fueron sometidas a 2 hs de isquemia (inducida por la
oclusién de la arteria cerebral media) y posteriormente
fueron sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusion.
Se sintetizé cDNA a partir de 5 ug de RNA total. Sondas
TagMan fueron empleadas en la deteccion del RNAM
de GLUT-1 y GLUT-3. EI RNA ribosomal 18S fue usado

como control interno. Los datos se expresan como
veces de cambio = D.E. Se realizdé una prueba de
ANOVA seguida de una prueba de Tukey (SPSS 13.0).
P<0.05 fue considerado significativo.

Desde el inicio de la reperfusion, se observé un
incremento en la expresion de ambos transportadores
(GLUT-1, 1.54+0.65 y GLUT-3, 3.07+1.67), siendo
significativo el cambio a 1 h de reperfusion (GLUT-1,
2.43+0.77 y GLUT-3, 3.16+0.48) y regresando al nivel
basal a las 2 hs (GLUT-1, 1.03+0.33 v GLUT-3,
1.33+0.15).

Es probable que el incremento inmediato en la
expresion genética de los transportadores responda al
mecanismo de defensa debido a la deplecién de los
almacénes energéticos cerebrales. Paraddjicamente,
este incremento puede resultar téxico para la célula
debido a la asociacion gue se ha encontrado entre el
incremento de glucosa intracelular con la produccion
de especie reactivas del oxigeno.

'Laboratorio de Patologia Vascular Cerebral, *Laboratorio de Neuropatologia Experimental del Instituto Nacional de Neurologia y
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