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RESUMEN

La enfermedad cerebro vascular isquémica es una patologia con altos indices de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Durante la isquemia cerebral, se activa el
factor inducible por hipoxia (HIF), el cual es sensible a estrés oxidante, HIF activa a
Erk1/2 y Akt, como mecanismo de sobrevivencia celular, sin embargo, la
sobreactivacion de estas vias se ha relacionado con muerte celular. El extracto de
ajo envejecido (EAE) posee propiedades antioxidantes, que regulan el estado redox
y consecuentemente la activaciéon de estas y otras vias de sefalizacién. En un
modelo de isquemia transitoria por oclusion de la arteria cerebral media (OACM) se
demostro que la administracion de EAE al inicio de la reperfusion reduce el area de
infarto hasta un 70%. Esta proteccion se correlaciona con una disminucion del estrés
oxidante; probablemente asociado a las propiedades antioxidantes de uno de sus
principales componentes, la S-alilcisteina. En el presente trabajo se propuso evaluar
el efecto del EAE y SAC sobre la activacion de Erk1l/2 y Akt en un modelo de
isquemia cerebral. Para lo que se indujo isquemia por OACM a ratas macho de la
cepa Wistar durante 2 horas. Se administro el EAE (360 mg/Kg peso; i.p.) o SAC
(300 mg/Kg peso; i.p.) al inicio de la reperfusion y las ratas se sacrificaron alas 2y 4
horas. Los niveles de Erk1/2 y Akt total y fosforilada se determinaron por ensayos de
inmunodeteccibn en fase sélida en extractos de corteza frontoparietal. La
administracion del EAE provocO un incremento en la expresion de Erk 1/2 en
condiciones normales, el mismo efecto fue observado con isquemia/reperfusion, al
administrar la SAC en animales con la patologia, notamos una disminucién en la
expresion de la cinasa, estos efectos se observaron en un tiempo de 2I/2R. Los
niveles de fosforilacion de Erk 1/2 no presentaron cambios a 2I/2 y 4 horas de
reperfusion. El dafio al igual que el EAE y la SAC no presentaron alteraciones en el
nivel total y de fosforilacion de Akt. Sugerimos que en el modelo de OACM en ratas
de la cepa Wistar a 21/2R el EAE no ejerce efecto sobre la activacion de Erk 1/2 y Akt
ya que la activacién de las cinasas se presenta en los primeros minutos de dafio.

Palabras Clave. Isquemia/reperfusion, extracto de ajo envejecido, S-alilcisteina, Erk
1/2, Akt



ABSTRACT.

Ischemic cerebrovascular disease is pathology with high rate of morbidity and
mortality worldwide. During cerebral ischemia activates the hypoxia-inducible factor
(HIF), which is sensitive to oxidative stress, HIF activates Erk1/2 and Akt as
mechanism of cell survival, however, overactivation of these pathways has been
associated with cell death. Aged garlic extract (AGE) has antioxidant properties,
which regulate the redox state and consequently the activation of these and other
signaling pathways. In a model of transient ischemia by occlusion of middle cerebral
artery (MCAQO) was determined that administration of AGE at the beginning of
reperfusion reduces infarct area to 70%. This protection is correlated with decreased
oxidative stress, probably associated with the antioxidant properties of its main
components, the S-allylcysteine. In the present study was evaluated the effect of AGE
and SAC on the activation of Erk1/2 and Akt in a model of cerebral ischemia.
Ischemia by MCAO ischemia was induced in male rats of the Wistar strain for 2
hours. AGE was administered (360 mg/Kg weight i.p.) or SAC (300 mg/Kg weight i.p.)
at the start of reperfusion and the rats were sacrificed at 2 and 4 hours. The levels of
Erk1/2 and total and phosphorylated Akt were determined by immunoblotting assays
in solid phase in frontoparietal cortex extracts. The administration of AGE caused an
increased expression of Erk 1/2 in normal conditions, the same effect was observed
with ischemia/reperfusion, by administering the SAC in animals with the disease, we
observed a decrease in the expression of the kinase, these effects were observed in
a time of 2I/2R. Phosphorylation levels of Erk 1/2 did not change 21/2 and 4 hours of
reperfusion. Damage like the AGE and the SAC no alterations in the total level of Akt
phosphorylation. We observed that AGE does not affect the activation of Erk 1/2 and
Akt, because the activation of kinases occurs in the first minutes of injury

Keywords . Ischemia/reperfusion, aged garlic extract, S-allylcysteine, Erk 1/2, Akt



I. INTRODUCCION.

La enfermedad cerebral isquémica se encuentra dentro de las primeras cinco causas
de muerte a nivel mundial. La isquemia es una patologia en la cual existe una
disminucion del flujo sanguineo en una region cerebral. Para evitar la muerte
neuronal, este evento debe ir seguido tras un periodo breve, de la restauracion del

flujo sanguineo, el cual se denomina, reperfusion.

Debido a la reduccién del aporte sanguineo, los principales combustibles del cerebro,
oxigeno y glucosa, disminuyen significativamente (Nufiez-Figueredo et.al., 2007). La
isquemia cerebral (IC) se torna grave en el nucleo isquémico, donde la irrigacion
sanguinea es practicamente nula, mientras que en la periferia la disminucién del flujo
es menor, gracias al aporte sanguineo de arterias colaterales y se establece un anillo
denominado area de penumbra, en el cual la presencia de la sobreexpresion del
glutamato, la alteracién intracelular del calcio (Ca*"), pérdida de la permeabilidad de
la membrana y la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) influyen
negativamente al provocar una falla energética. Asi mismo, la reoxigenacion durante
la reperfusion espontanea o trombolitica proporciona oxigeno como un sustrato de
numerosas reacciones enzimaticas de oxidacion principalmente en la mitocondria,
provocando un ambiente oxidante para la célula ( Arango-Davila, et al., 2004; Chan,
2001).

En el proceso de isquemia/reperfusion (I/R), gran parte del dafio se debe a estrés
oxidante (EO), la produccion de EROs y de nitrégeno causan dafio al DNA, a las
proteinas y a los lipidos, que finalmente conducen a muerte por apoptosis
(Martindale y Holbrook, 2002; Lakhan et al., 2009; Scherz-Shouval y Elazar., 2010).
Entre las EROs destacan superoéxido, el radical hidroxilo y el peréxido hidrégeno
(H,O,), mientras que las especies reactivas de nitrogeno incluyen oxido nitrico,

diéxido de nitrégeno y trioxido de dinitrégeno.

Na et al.,, (2008) observaron que el factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2) es

responsable de la regulacion de elementos de respuesta a antioxidantes que
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incrementan la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes de fase
Il (Shah et al.,, 2007), como la NAD quinona oxidorreductasa-1, la glutation S-
transferasa, la ligasa de glutamato y cisteina (GCLC), y la hemo-oxigenasa 1.
Ademas, observaron que la proteina Erk 1/2 participa en la activacion de Nrf2, el cual
al participar en la expresion de genes de enzimas antioxidantes promueve la
remocion de EROs en el entorno. La fosforilacion de Erk 1/2 en IC podrian disminuir

el ambiente oxidante a través de la induccion del factor Nrf2.

En un proceso isquémico Erk1/2 es activada ( Jiang et al., 2002), por el incremento
de Ca*' intracelular (Hardingham et al., 2001), o por la activaciéon de factores de
crecimiento, que responden al EO (Martindale, y Holbrook., 2002) regulando la

supervivencia celular.

Erk 1/2, participa en procesos de apoptosis (Miao et al., 2005; Jiang et al., 2002).
Ademas se ha observado que esta proteina participa ejerciendo un efecto protector
al regular la expresion de la proteina Bcl-2. Esta es una proteina antiapoptotica que
participa en supervivencia frente a dafio isquémico. Erk 1/2 induce la expresion de
Bcl-2 a través, de la activacion del factor de transcripcion CREB. Ademas, Erkl/2
puede activar la proteina cinasa SRK, un potente activador de CREB (Jiang et al.,
2002). Se ha demostrado en ratones isquémicos que el factor de crecimiento
transformante (TGF-B1) activa a Erk1/2, con lo cual, la cinasa fosforila a la proteina
Bad (proteina pro-apoptética) en la serina!'® provocando su liberacion de las
proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-x, y creando un sitio de unién en Bad para la
proteina chaperona 14-3-3. Bad es atrapada en el citosol interrumpiendo su
participacion en la apoptosis, por ejemplo, al inhibir la activacion de la caspasa-3.
Ademas, se ha observado que RSK, puede actuar directamente sobre la fosforilacion
de Bad brindando un mayor efecto protector ante el dafio isquémico (Zhu et al.,
2002).

Por otro lado en isquemia, la proteina cinasa Akt, puede ser activada por receptores

de glutamato tipo NMDA debido a la acumulacién de Ca?* (Jiang et al., 2002; Miao et
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al., 2005; Barrera—Ocampo et al., 2008), y por factores de crecimiento como TGF-B
(Zhu et al., 2004; Zhu et al., 2002).

Akt al igual que Erk1/2, puede fosforilar a las proteinas Bad y Bim, inactivando su
funcion pro-apoptética, y de esta forma favoreciendo la sobrevivencia celular (Datta
et al., 1997). La proteina Akt también se ha visto implicada en la activacion del factor
Nrf2, y su consecuente union a elementos de respuesta a antioxidantes
proporcionando una defensa ante el EO. En células epiteliales mamarias MCF10A,
Nrf2 bajo el estimulo de la epigalocatequina 3-galato, indujo la expresion de enzimas
antioxidantes, posiblemente a través de la activacion de Akt y Erk 1/2 (Na et al.,
2008). Adicionalmente se ha demostrado que Akt participan en la via de sefalizacion
gue activa al factor inducible de hipoxia (HIF-1a) (Li et al., 2007). HIF-1a posee varios
genes blanco que se activan en IC. Se ha visto que ejerce un efecto benéfico al
regular la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular el cual participa
en angiogénesis (Li et al., 2007); ademas, HIF-1a se asocia con un incremento en la
expresion de los mRNAs de GLUT-1 y GLUT-3, cabe destacar que en isquemia
existe un ambiente hipoglucémico, y que el aumento en la expresion de los
transportadores de glucosa se relaciona con proteccion celular al favorecer una
mayor captacion de glucosa (Gomez-Martinez, et al., 2010; Wilson y Poellinger,
2002).

Las células poseen un sistema de defensa al inducir la expresion de enzimas
antioxidantes, que se activan en situaciones de dafio. En I/R, la generacion de EROs
rebasa la capacidad de dichas enzimas, por lo cual es importante encontrar un
compuesto que participe eliminando el ambiente negativo redox o que logre
promover la expresion de genes que codifiquen para enzimas antioxidantes, como
por ejemplo, la epigalocatequina 3-galato que induce la expresion de antioxidantes a
través de la activacion de Erk 1/2 y Akt (Na et al., 2008). Las propiedades curativas
del ajo (Allium sativum) han sido observadas a lo largo de la historia debido
precisamente a su potente accion antioxidante que neutraliza las EROs, asi como

incrementando la produccién de enzimas antioxidantes como la catalasa, la glutation
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peroxidasa, e inhibiendo la liperoxidacion lipidica en IC (Borek C, 2001). El ajo tiene
un alto contenido de compuestos azufrados que pueden provocar malestares
gastrointestinales, principalmente la alicina, que le da su sabor y olor caracteristicos.
El extracto de ajo envejecido (EAE) no posee las caracteristicas irritantes pero si
conserva su poder antioxidante, debido a que en el proceso de afiejamiento se
concentran dos de sus principales componentes, la S-alilcisteina (SAC) y la S-
alilmercaptocisteina (Borek C., 2001; Cruz et al., 2007; Borek C, 2006). Se ha
demostrado que el EAE disminuye la presion arterial y protege las células de los
efectos nocivos de la IC, aumentando la supervivencia debido a su alto nivel de
antioxidantes (Borek, 2006). Utilizando un modelo de ratas, se demostré que el EAE
reduce el volumen de infarto y que el tratamiento con SAC actua sobre las EROs. La
SAC disminuye la muerte neuronal tras la IC y aumenta de la sobrevivencia de
células en el hipocampo, en un 30% (Borek, 2006). En un estudio realizado por
Aguilera, et al. (2010), se observo que la administracion del EAE via intraperitoneal
(i.p) al inicio de la reperfusién en ratas macho de la cepa Wistar y sometidas a 2
horas de IC disminuye el dafio hasta en un 70%; asi mismo, se determind que el
efecto protector del EAE es transitorio. GOmez-Martinez, et al., (2010) demostraron
gue el EAE y la SAC en IC, es promueven la expresion del mRNA de GLUT1 vy
GLUTS3, lo cual podria estar relacionado con una mayor captacion de glucosa y por lo
tanto con disminucién del dafio. Ademas observaron que la terapia participa en la
induccién de la subunidad catalizadora de la ligasa de glutamato y cisteina (GCLC)

gue interviene en la sintesis de glutation, factor clave para la remocion de EROs.

Se desconoce si el EAE ejerce su efecto neuroprotector al regular la activacién de
moléculas clave para sobrevivencia celular como Erk 1/2 y Akt. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del EAE y la SAC en la expresion y activacion
de Erk1/2 y Akt en un modelo de I/R in vivo.

12



Il. MATERIAL Y METODOS

Materiales

Aged garlic extract Kyolic® (EAE) fue obtenido de Wakunaga of America Co., Ltd
(Mission Viejo, CA, USA). Anticuerpo monoclonal IgG de raton anti Akt/PKB, dominio
PH de Millipore (Cat. 05-591). Anticuerpo anti fosfotirosina. Anticuerpo policlonal de
conejo anti phospho-ERK 1/2 (Thr2002/Tyr204) de Chemicon Internacional (Cat.
AB3826). Anticuerpo monoclonal de raton anti MAP kinase (ERK1+ERK?2) de ZYMED
laboratorios (Cat. 13-6200). Anticuerpo de burro anti IgG (H+L) de ratén conjugado
con peroxidasa y anticuerpo de burro anti IgG (H+L) de conejo conjugado con
peroxidasa, ambos de Jackson ImmunoResearch laboratorios. Sustrato de
guimioluminiscencia (Immobilon Western Chemiluminiscent HRP substrate) de
Millipore Todos los demas reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical
Corporation (St. Louis, MO, USA).

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 270-350 g de masa corporal
procedentes del Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suarez”. Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de
temperatura, humedad y luz (ciclos de 12 horas luz/oscuridad) y tuvieron libre acceso
a alimento y agua (Dieta comercial, Laboratory rodent diet 5001, PMI Feeds Inc,
Richmond, IN).

Modelo de Isquemia cerebral

Se indujo IC focal transitoria por oclusion de la arteria cerebral media (OAMC)
empleando el método propuesto por Longa et al. (1989). Las ratas se anestesiaron
en una camara de halotano al 2%, posteriormente se realizé una incision a la altura
de la horquilla esternal para localizar la arteria. La oclusion de la ACM se logro

insertando un microfilamento de nylon (17 mm longitud y 0.24 mm de diametro).
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Después de 2 horas de isquemia, el filamento se removié y las ratas fueron

sacrificadas a diferentes tiempos de reperfusion (2 y 4 horas).
Evaluacion del déficit neuroldgico.

La evaluacion del déficit neurolégico se realiz6 30 minutos antes de la reperfusion.
Las pruebas que se efectuaron son: la flexion de la extremidad anterior, motilidad
espontanea, reflejo de agarrar, la prueba de barras horizontales, y la prueba de
direccion del movimiento. Los hallazgos neurologicos se calificaron en una escala de
cinco puntos. Cero fue asignado para la ausencia y 1 para la presencia de deterioro
en cada una de las pruebas; la suma de las puntuaciones obtenidas en cada prueba
se utilizd para establecer el grado de déficit neuroldgico (adaptado de Longa et al.,
1989; Modo et al., 2000).

Tratamiento

Se administré una dosis de 360 mg/kg de EAE (1.2 mL/Kg i.p) y de SAC (300 mg/Kg
i.p.) 2 horas después de la isquemia y antes de iniciar la reperfusion. Los animales se
sacrificaron por decapitacion a las 2 y 4 horas después de la reperfusion.
Posteriormente, se realizo la extraccidn del cerebro para obtener las muestras de

corteza frontoparietal y se mantuvieron en congelacion (-20°C)
Extraccion de proteinas y cuantificacion

Las muestras de corteza se homogenizaron mecanicamente con un pistilo de teflén
en 1 mL de amortiguador de lisis 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1
mM) conteniendo inhibidores de proteasas (1:100) y fosfatasas (1:100). La
cuantificacion de proteinas se realiz6 en 20 uL del homogenizado por el método de
Lowry et al. (1951). Se emplearon 100 ug de proteina (aproximadamente 600 pL del
homogenizado) para determinar la expresion total de Erk 1/2 y Akt, para ello se
mezclaron 1:1 con amortiguador de carga (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-
mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol, 0.125 M Tris HCI) y se coloc6 en

ebullicién durante 5 minutos. La muestra se guardé a -20C hasta su uso.
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Ensayo de inmunoprecipitacion para Akt.

Se realiz6 inmunoprecipitacion empleando columnas siguiendo las instrucciones del
fabricante (SIGMA). Las muestras homogenizadas se agregaron en una columna con
4uL de anticuerpo anti-Akt y se complet6 un volumen final con 600 uL de
amortiguador 1X IP. Se incub¢ toda la noche a 4C. Después de la incubacion, se
agregaron las perlas de la proteina G al lisado celular, posteriormente se incubaron
por 2 horas a 4C, mezclando la muestra por inversi 6n. Se realizé una centrifugacion
a 12.000 x g durante 30 segundos a 4° C en 700 ul amortiguador de 1X IP (6
lavados). El ultimo lavado, se realiz6 con amortiguador 0,1X IP.

Preparacion de la muestra de Inmunoprecipitacion pa  ra SDS-PAGE

Se centrifugé la columna a 12.000 x g durante 30 segundos a -4°C. Se afiadieron
60 pl del amortiguador de muestra 1X Laemelli. Se mezclé suavemente.
Posteriormente, la muestra se transfirid a un blogue de calefaccion precalentado a
95°C durante 5 minutos. Se centrifug6 a 12.000 x g durante 30 segundos. El liquido
obtenido se guardd a 20T hasta el momento de su us o.

Nivel de fosforilacion de Erk1/2 y Akt por Western blot.

Las muestras (100 pg de proteina) se corrieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 10%. La electroforesis se realiz6 empleando voltaje constante (150
Voltios). Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa empleando
corriente constante (350 miliamperes) durante 1 hora. Las proteinas inespecificas de
la membrana fueron bloqueada con leche al 1%/Tween-20 al 0.01% en PBS. Los
anticuerpos primarios (Erk 1/2 total, Akt total, anti phospho-Erk1/2 o anti phospho-Akt
y Actina) se incubaron toda la noche a 4C. Las mem branas se lavaron tres veces
con 50 mL de leche al 0.25%/Tween-20 al 0.01% en PBS y tres con leche al 0.25%
en PBS. Se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo secundario a 4T (anti
IgG conjugado con peroxidasa). Se realizaron los lavados de la forma antes
mencionada. La sefial especifica se detecto por quimioluminiscencia.
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Consideraciones éticas y de bioseguridad.

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo a las normas de ética
y de seguridad del “Instituto Nacional de Salud, Guia para el Cuidado y Manejo de
Animales de Laboratorio”, asi como con “Guia Local sobre el Uso Etico de Animales
de Experimentacion”y la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental -Salud
ambiental-Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones

de manejo.
Andlisis estadistico.

Se obtuvo media +/- desviacion estandar de los resultados y se realizaron el analisis
de varianza de una sola via (ANOVA), seguido de la prueba de Tuckey. Un valor P <

0.05 se considerd como estadisticamente significativo.
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lll. RESULTADOS

El EAE incrementa la expresién de Erk 1/2 en IC.

Para determinar el efecto de la I/R y el tratamiento con antioxidantes a diferentes tiempos se
midi6 la expresiéon de Erk 1/2 por Western blot, los animales se sometieron a 2 horas de IC,
antes de la reperfusion se administré el EAE o la SAC, se sacrificaron después de 2 horas
(Fig. 1A, 1B). Se emplearon dos grupos: 1) con animales sacrificados después de 2 horas de

reperfusion (Fig. 1A, 1B) y 2) sacrificados a las 4 horas de reperfusion (Fig. 2A, 2B).

Ct+EAE 2h
2/2+EAE
Ct+SAC 2h
2/2+SAC

2/2

O

B-actina > - Pew .‘

D Sin tratamiento

3001 -

[l EAE 360 mg/kg, i.p.

E= sAC 300 mg/kg, i.p.

2004

Hokk
1004

Nivel de expresion de la proteina Erk 1/2

CT CT+EAE 2h  2/2 2/2+EAE CT+SAC 2h 2/2+SAC

Figura 1. Efecto del EAE y la SAC sobre la expresion de Erk 1/2 a las 2 horas. En el panel 1A se
observa la expresion de Erk 1/2 en condiciones normales (CT: carril 1); Expresién de Erk 1/2, bajo
tratamiento con EAE y SAC, sin IC (carril 2 y 5 respectivamente); Expresion de Erk 1/2 en ratas 2I/2R
(carril 3); con dafio 2I2R y tratamiento con EAE (carril 4); con dafio y tratamiento con SAC (carril 6). En
el panel B se muestra el andlisis densitométrico de la figura 1A, representando las unidades de
intensidad neta en términos de porcentaje, considerando como 100% el resultado obtenido del animal
sano. ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tuckey ***p<0.0001.
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Figura 2. Western blot analizando la expresion de Erk 1/2 y el efecto del EAE y la SAC. En el panel
2A se observa la expresion de Erk 1/2 en condiciones normales (CT: carril 1); Expresion de Erk 1/2,
bajo tratamiento con EAE, sin IC (carril 2); Expresion de Erk 1/2 en ratas 2I/4R (carril 3); con dafio
214R; Expresion de Erk 1/2 en animales con el dafio y tratamiento con EAE (Carril 4). Panel B muestra
el andlisis densitométrico de la figura 2A, representando las unidades de intensidad neta en términos
de porcentaje, considerando como 100% el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.

Observamos que en los animales control tratados durante 2 horas con EAE se incrementa la
expresion de Erk 1/2 (p<0.001), la I/R también provocé un incremento en la expresién de la
cinasa (p<0.0001). Al administrarse el EAE en ratas sometidas a OACM, se observé que la
expresion de Erk 1/2 no se modifica con respecto a los animales con dafio sin tratamiento.
Por otra parte, los animales tratados con SAC presentaron una disminucion en la
concentracion de Erk 1/2 (p<0.0001) con respecto a los animales sometidos a la IC sin
tratamiento (Fig. 1A, 1B). Para determinar el si el tiempo es un factor importante sobre el
aumento en la expresion de Erk 1/2, decidimos evaluar el papel que tendria la terapia en la
expresion de Erk 1/2 con 4 horas de reperfusién. Como se muestra en la Figura 2A, 2B la
expresion de Erk 1/2 no demostré un cambio significativo después de este tiempo de
reperfusion.
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El tratamiento con el EAE y la SAC no alteran el ni  vel de fosforilacion de Erk 1/2.

En la IC la activacion de las cinasas Erk 1/2 se encuentran implicadas en eventos de
proteccién al inactivar proteinas proapoptéticas. Para determinar si el EAE y su componente
mayoritario, la SAC, ejerce un efecto en el nivel de activacion de Erk 1/2 decidimos evaluar la
fosforilacion de estas cinasas en condiciones normales y bajo tratamiento por ensayos de
Western blot.
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Figura 3. Fosforilacion de Erk 1/2 con I/R bajo el tratamiento con SAC y EAE. En el panel 3A se
observa la fosforilacion de Erk 1/2 en condiciones normales, animales sanos (CT: carril 1);
Fosforilacion de Erk 1/2 en animales sanos administrando EAE y SAC y sacrificados después de 2
horas de los tratamientos (carril 2 y 5 respectivamente); Fosforilacion de Erk 1/2, (carril 3); en
animales con dafio (2I12R) y tratamiento con EAE (carril 4); y SAC (carril 6). Panel B muestra el
analisis densitométrico de la figura 3A, representando las unidades de intensidad neta en términos de
porcentaje, considerando como 100% el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.
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Figura 4 . Activacion de Erk 1/2 evaluando el tratamiento del efecto del EAE. Panel 4A, fosforilacién de
Erk 1/2 en condiciones normales (CT: carril 1); Fosforilacién de Erk 1/2, bajo tratamiento con EAE, sin
IC (carril 2); Fosforilacion de Erk 1/2 en ratas con dafio, 2I/4R (carril 3); Efecto del EAE en animales
con dafio 2I/4R (carril 4). Panel B muestra el analisis densitométrico de la figura 4A, representando las
unidades de intensidad neta en términos de porcentaje, considerando como 100% el resultado
obtenido del animal sano. ANOVA de una via.

A 21/2R no existen cambios significativos en la activacion de Erk 1/2 en los animales control,
asi como en aquellos en los que se indujo la patologia. Tampoco se observaron cambios al
administrar el tratamiento. Se observo el mismo efecto con el tratamiento con el EAE y la
SAC (Fig. 3A, 3B).

Para comprobar si la activacién de Erk 1/2 disminuye con el tiempo, decidimos evaluar la
fosforilacion de la cinasa con 4 horas de reperfusion. En nuestro estudio observamos que
después de 4 horas de reperfusién no existen cambios en la fosforilacion de Erk 1/2, ni

tampoco se ve afectada al administrarse el EAE (Fig. 4A, 4B).
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El EAE y la SAC no afectan la expresion de Akt a2l /2Ry 2I/4R.

Para determinar si el tratamiento con EAE y SAC ejercen cambios en la expresion de Akt
(Fig. 5A, 5B), muestras de corteza frontoparietal de ratas sometidas a 2 horas de isquemia y
2 horas de reperfusion, se analizaron por medio de Western blot. En otro grupo de estudio,
se analiz6 el efecto del EAE con 4 horas de reperfusioén (Fig. 6A, 6B). Se observo que el EAE
y la SAC no producen un efecto significativo en la expresion de Akt en los tiempos que se

emplearon en el estudio.
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Figura 5. Expresion de Akt en IC bajo el tratamiento de EAE y SAC. En el panel A se observa la
expresion de Akt en ratas con condiciones normales (CT: carril 1); Akt en animales sanos bajo el
tratamiento de EAE y SAC (carril 2 y 5 respectivamente); Akt en ratas con dafio, 2I/2R (carril 3);
tratamiento con EAE (carril 4); y SAC (carril 6). El panel B se muestra el analisis densitométrico de la
figura 1A, representando las unidades de intensidad neta en términos de porcentaje, considerando
como 100% el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.
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Figura 6. Efecto del EAE en la expresion de Akt, en isquemia. En el panel A se observa la expresion
de Akt en condiciones normales (CT: carril 1); Expresiéon de Akt en animales sin dafio analizando la
expresion de Akt con EAE (carril 2); Expresion de Akt en ratas con 2I/4R (carril 3); Expresion de Akt
con 21/4R y tratamiento con EAE (carril 4). El panel B se muestra el andlisis densitométrico de la figura
A, representando las unidades de intensidad neta en términos de porcentaje, considerando como
100% el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.

La evaluacion del grupo de estudio al cual se le provocé el dafio isquémico mostré que no
existen cambios significativos en la expresién de Akt comparados con el grupo control. Estos
resultados se mantuvieron al administrar las terapias a las 2 y 4 horas de reperfusion.

Evaluacion de la fosforilacién de Akt con EAE y SAC

Anteriormente se ha demostrado que las EROs participan en la activacion de Akt (Wang et
al., 2000), basandonos en estas evidencias nosotros decidimos evaluar el efecto antioxidante
del EAE y la SAC sobre la fosforilacion de esta proteina. Los resultados indicaron que las
terapias no poseen ningun efecto en el nivel de fosforilacion de Akt en ratas sometidas a
21/2R (Fig. 7A, 7B) y 21/4R. (Fig. 8A, 8B).
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Figura 7. Activacion de Akt con EAE y SAC con 2I/2R. En el panel A se observa la fosforilacion de
Akt en animales sanos (CT: carril 1); fosforilacion de Akt bajo tratamiento con EAE y SAC, sin dafio
(carril 2 y 5 respectivamente); activacién de Akt con 2I/2R (carril 3); Animales con dafio 2I12R y EAE
(carril 4); y con SAC (carril 6). En el panel B se observa el analisis densitométrico de la figura A,
representando las unidades de intensidad neta en términos de porcentaje, considerando como 100%
el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.
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Figura 8. Activacién de Akt con 2I/4R utilizando EAE. En el panel 8A podemos observar el nivel de
fosforilacion de Akt en condiciones normales (CT: carril 1); con EAE sin IC (carril 2); Akt con dafio por
I/R (carril 3); 214R y tratamiento con EAE (carril 4). El panel B muestra el analisis densitométrico de la
figura A, representando las unidades de intensidad neta en términos de porcentaje, considerando
como 100% el resultado obtenido del animal sano. ANOVA de una via.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La isquemia es una patologia de interés mundial debido a los altos indices de
mortalidad y morbilidad que se presentan anualmente; aunque los eventos
moleculares implicados son identificados no existe una terapia efectiva. En la
actualidad solo se cuenta con un tratamiento aprobado por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos. Este es la administracion
del activador tisular de plasminégeno, el cual es un agente fibrinolitico capaz de lisar
la fibrina del trombo. Sin embargo su eficacia depende de que se administre dentro
las primeras 3 horas en que se presenten los sintomas de la IC (Nicole O et al.,
2001).

En I/R, gran parte del dafio se produce por EO (Lakhan et al., 2009). El EAE
contiene compuestos liposolubles que incluyen la SAC, S- alilmercaptocisteina, el
sulfuro de dialilo, el sulfuro de trialil, el disulfuro de dialilo y polisulfuros de dialilo, que
muestran efectos antioxidantes, al igual que los compuestos fendlicos como la
alixina, el glutamato N-fructosilo, la arginina, el N-fructosilo y el selenio (Borek 2001).
Especificamente se ha determinado que el tratamiento con SAC disminuye los
niveles de peroxidacion lipidica mitocondrial (evitando la liberacion de citocromo C)
asi como el contenido de H,0O,. Ademas, restaura el contenido de ATP y disminuye la
concentracién de Ca?*, asi como el edema cerebral en un modelo de IC focal en rata
(Atif et al., 2009).

En este mismo modelo, Aguilera et al.,, (2010) encontraron que el EAE brinda
proteccion después de 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion al actuar como

acarreador de EROs.

Por lo tanto el EAE debido a su propiedad antioxidante puede regular las
concentraciones aumentadas de EROs, en IC estas especies alteran moléculas
importantes en la sobrevivencia y proliferacion celular como son las proteinas Erk 1/2
y Akt, sin embargo se desconoce el mecanismo especifico por el cual lo hacen. Se

conoce que la activacion de Erk 1/2 puede participar en la activacion de la cisteina

24



proteasa calpaina, implicada en apoptosis, lo cual se observo al detectar productos
de protedlisis de fodrina, una proteina del citoesqueleto (Wang et al., 2003; Wu et
al., 2008; Blomgren K et al., 1995).

Contrario a esto, se ha reportado que Erk 1/2 participa en neuroproteccion en
isquemia, al ser activada por factores de crecimiento como el TGF-B1, el cual
favorece la activacion de Erk 1/2. Esta cinasa participa en la fosforilacion de la Rsk1,
dicha interaccion favorece la proteccion de las células al suprimir la activacion de
proteinas implicadas en apoptosis como la caspasa 3 y la proteina Bad (Zhu et al,
2002).

En esta controversia se desconoce cuales son los eventos que determinan si la via
Erk activara la muerte celular o la sobrevivencia. Sin embargo se sabe que la cinética
de activacion de la enzima (en qué momento y durante cuanto tiempo se activa) es
un factor clave en este proceso (Martindale y Holbrook., 2002). En situaciones en las
gue Erk promueve la supervivencia, la activacion se produce transitoria y
rapidamente. Por ejemplo, en células de hepatocitos expuestas a 600 uM de H,0,, la
activacion de Erk 1/2 se observa en un lapso de 30 a 60 minutos, y la activacion de
Akt después de 30 minutos de exposicion (Ikeyama et al., 2000). Wang et al (2003)
trabajando en un modelo de hipoxia-isquemia con la corteza parietal (incluyendo
hipocampo) y el diencéfalo (tdlamo, hipotdlamo y estriado), observaron un
incremento en la fosforilacion de Erk 1/2, en la fraccidn nuclear después de 30

minutos y hastal hora después de hipoxia-isquemia.

Por otro lado Erk 1/2 induce muerte celular cuando su activacion es tardia y
prolongada. Al estimular células HT22 (linea celular de hipocampo) y cultivos de
neuronales corticales con glutamato (5 mM), se observa una sobreactivacion de Erk
1/2 de 6 a 9 horas después del tratamiento, evento que se relacioné con muerte
celular inducida por toxicidad. Al utilizar el inhibidor U012 (10 uM) de MEK-1/2, se
observa que se previene la toxicidad causada por el glutamato. El glutamato induce
el incremento de EROs (esto se correlaciona con el hecho de que el glutamato
participa en la eliminacion de glutation). La activacion de Erk 1/2 requiere de la

participacion del metabolito del &cido araquidodnico, la 12-lipooxigensa, la cual es un
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blanco de accion de EROs y favorece la formacion de peroxidos, entrada de Ca?* y
finalmente la muerte celular (Stanciu et al., 2000; Li et al., 1997; Tan et al., 1998).

En nuestro modelo de estudio, observamos que cuando se administra el EAE
aumenta la expresion de las proteinas Erk 1/2 en condiciones normales, como se
menciono, dichas proteinas participan en procesos de diferenciacion y proliferacion
celular (Fukunaga, y Miyamoto., 1998). Sumi et al (2001), reportaron que el
tratamiento con EAE en cultivos celulares de neuronas corticales puede tener
efectos neurotroficos al aumentar la sobrevivencia celular. Considerando este efecto,
sugerimos que en condiciones normales, el EAE activa la expresion de Erk 1/2 al
activar genes que participan en su regulacion como la proteina activadora 1 (AP-1)
(Tsai et al., 2007). La participacion del EAE como regulador de la expresion de
genes ha sido documentado por Sumi et al (2001), quien reportd el aumento en los
niveles de transcripcidon de cuatro genes en cultivos de neuronas de hipocampo,
aungue no lograron identificar en su totalidad de que genes se trataban, define que
un gen pertenecia a la proteina relacionada con a2-microglobulina. Gomez-Martinez
et al (2010) demostraron que el tratamiento de EAE y SAC en un modelo de OACM
en rata, incrementa la expresioén de la GCLC y de los transportadores de glucosa
GLUT-1 y GLUT 3, reduciendo el dafio provocado por isquemia probablemente al

favorecer una mayor captacion de glucosa.

En nuestro modelo de estudio, la IC incrementa la expresion de Erk 1/2, quizas en
respuesta al ambiente oxidante que produce durante esta condicién. Sin embargo al
analizar la expresion de la cinasa con el dafio y el tratamiento no encontramos
cambios. Por lo que el EAE no ejerce un efecto sobre la expresion de Erk 1/2 en
nuestro modelo de estudio, podria ser que se requieran dosis mas altas de
tratamiento y tiempos diferentes de analisis, ya que cuando utilizamos la SAC a una
concentracion 1000 veces mayor, observamos que el tratamiento con este
componente mayoritario regula el nivel de expresion de Erk 1/2 hasta condiciones
normales, puede ser que a estos tiempos la SAC participa regulando diversas
moléculas en IC, como lo demuestra Atif et al (2009) en donde utilizando un modelo
de IC por OACM y administrando 300 mg/Kg de SAC 15 minutos antes del dafio y 2
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horas después de la oclusion, notaron que la SAC restauraba el contenido los niveles
de glutatiéon, de ATP y los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, ademas
de que disminuia los niveles de citocromo C, de la lipoperoxidacion lipidica, y los
niveles de H,O,. Aunque se desconoce el papel directo de SAC sobre la expresion
de Erk 1/2, la regulacion podria ser a través de la disminucion de EROs, que se ha

visto participan en la sobreactivacion de la via.

En el tiempo de 21/4R no logramos detectar cambios en la expresion de Erk 1/2, esto
puede ser debido a que el mayor efecto del EAE se presenta dentro de las primeras
2 horas de reperfusion, sin embargo, al estar buscando un blanco de accién del EAE
propusimos estudiar un lapso de tiempo que abarcara las 4 horas de reperfusion ya
gue a largo plazo se pretende ampliar el tiempo de accién del EAE, y necesitabamos

observar el efecto del mismo sobre la activacion de la cinasa.

En lo que se refiere a la activacion de las Erk 1/2, el EAE no es capaz de regular el
nivel de activacion cuando existe dafo, al menos en los periodos de tiempo que se
propusieron en nuestro modelo de estudio, estos resultados coinciden con los
reportados por Wu et al (2008), quienes en un modelo de IC global, utilizan el alfa-
tocoferol que funciona como un acarreador de EROs (4 ul intracerebroventricular) el
cual no induce cambios en la expresion de Erk 1/2 a 1 y 6 horas después de la
isquemia; sin embargo determinaron que el mayor efecto en la fosforilacion ocurre
dentro de los primeros 15 minutos y después de 24 horas de dafio. Esto sugiere que
el uso de antioxidantes si ejerce un efecto en la activacion de la cinasa, sin embargo
esté se presenta en los primero minutos después de la administracion del
compuesto, en nuestro estudio el andlisis de la fosforilacién de Erk 1/2 se realiz6
después de 2 horas de reperfusion, por lo que el efecto del EAE probablemente no

se detect6 oportunamente.

En cuanto a la expresion y activacion de Akt en nuestro modelo de estudio, la cinasa
no present6 cambios significativos al analizarse con el dafio y los tratamientos, por lo
gue se sugiere que las terapias no ejercen un efecto sobre la cinasa en los tiempos
estudiados, debido a que se ha visto que las EROs participan en la activacion de Akt

en los primero 5-30 minutos después del tratamiento con H,O, (400 uM) (Wang et al.,
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2000), nosotros esperdbamos encontrar una sobreactivacion de la cinasa con el
dafio, y al administrar el tratamiento de EAE y SAC la sobreactivacion de Akt se
regulara. Song et al (2008), observaron que la activacion de la cinasa aumenta
después de 30 minutos de isquemia y 1 hora de reperfusion en corteza y a los 30
minutos de reperfusion en estriado. Por lo que en nuestro estudio el efecto de los
tratamientos y del dafio sobre Akt pudo no haber sido detectado a tiempo. Sin
embargo los tiempos utilizados de 2 horas de isquemia y 2 horas de reperfusion para
el analisis de las cinasas se basan en estudios previos en donde se observo que el
EAE posee un efecto protector al reducir el area de infarto en este periodo (Aguilera
et al., 2010).

Diversas moléculas identificadas como blanco de accién de Akt tienen una funcién
anti-apoptotica. Akt, fosforila a la proteina Bad, y de esta manera inhibe la
translocacion de Bad a la mitocondria, ya que Bad fosforilada se asocia a la proteina
14-3-3 en el citosol (Datta et al., 1997). La formacién del complejo Bad-14-3-3
interrumpe la interaccion con el citocromo C, Smac/DIABLO y la activacion de
caspasas, disminuyendo consecuentemente la muerte por apoptosis (Miyawaki et al.,
2008). Un ejemplo similar es que Akt ejerce en presencia de factor-1-que induce la
fosforilacion de factores de transcripcion (FKHRL1), el cual en asociacién con la
proteina 14-3-3 queda retenido en el citoplasma, evitando su translocacion nuclear y
la expresion de genes implicados en muerte celular, como el gen del ligando Fas
(Brunet et al., 1999). Aqui destaca la importancia de mantener regulada la via de Akt,

ya que su desregulacion esté implicada en procesos de muerte celular.

Ademas se ha observado en un modelo de IC por OACM, que la inhibicién de Akt
provoca una disminucion en la fosforilacion de dos proteinas que participan en
procesos apoptoticos: la glicobgeno sintasa cinasa 3B y la proteina MDM2 (del inglés
murine doble minute 2). Demostrando que una disminucion en la activacion de estas
proteinas se relaciona con un incremento en el area de infarto relacionado con
muerte celular por apoptosis. Otra observacion interesante, en este mismo modelo
experimental es que al inhibir a Akt, el nivel de la proteina inflamatoria COX-2

aumenta, asi como los niveles de anion superoxido, mientras que la expresion de la
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superoxido dismutasa disminuye (Song et al., 2008). Cabe destacar que, estos
estudios mostraron tales efectos con 30 minutos de isquemia y 1 hora de reperfusion,

regresando a sus niveles basales después de 24 horas.

Cuando nosotros trabajamos con la SAC, la fosforilacion de Akt no mostré un cambio
significativo, estos resultados podrian deberse a que la SAC podria participar
eliminando el EO en los primero 20 minutos, disminuyendo de esta forma la
activacion de Akt. Numagami y Ohnishi (2001), usando un modelo de isquemia global
en rata inducido por oclusion bilateral de la arteria carotida comun, la administracion
preisquémica de SAC (300 mg/Kg) mejoro el rendimiento motor, redujo el contenido
de agua y redujo el tamafio del infarto. Numagami y Ohnishi (2001), trabajaron con
un modelo de isquemia global transitoria, analizando el curso temporal de la
formacion de EROs mediante espectroscopia resonancia paramagnética electronica.
El primer pico de radicales se produjo a los 20 minutos de isquemia y 5 minutos,
mientras que el segundo a pico se presentd después de 20 minutos de isquemia y
20 minutos después de reperfusion. Aunque la SAC no tuvo efecto en el primer pico,
si se logré observar un efecto 20 minutos después de la administraciéon, esto lo
determinaron al medir la cantidad de productos reactivos de acido barbitdrico como

un indice de la peroxidacion lipidica.

La activacion de Erk 1/2 y Akt en nuestro estudio no presento cambios significativos
al analizarse con la patologia y los tratamientos, debido a que la activacion de las
mismas pudo presentarse en periodos menores a los planteados, sin embargo un
factor que pudo influir en la deteccion de los efectos del tratamiento, podria ser
debido a que trabajamos con extractos totales los cuales contienen tanto células
neuronales como células gliales, incluyendo astrocitos, que poseen una mayor
capacidad de resistencia al dafio provocado por la isquemia (Rossi et al., 2007).
Durante las primeras fases de la isquemia los astrocitos son capaces de captar el
glutamato que las neuronas liberan hacia la hendidura sinaptica, lo cual brinda

proteccion a las neuronas contra el ambiente excitotoxico, Sin embargo, debido a
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gue la conversion de glutamato a glutamina por la glutamina sintetasa en los
astrocitos es un proceso dependiente de ATP, y se sabe que en isquemia existe una
deplecion energética, durante la isquemia severa no se puede reciclar eficientemente
el glutamato, por lo que se acumula en el citoplasma de los astrocitos. Si la isquemia
persiste, los astrocitos finalmente se despolarizan y liberan el glutamato acumulado,

elevando el dafio ya existente causado por excitotoxicidad (Rossi et al., 2007).

Las perspectivas de este trabajo es analizar el efecto de la isquemia y reperfusion
por separado, asi como trabajar con tiempos que abarquen los 0, 15, 30, 45 y 60
minutos de dafio. Esperando encontrar niveles elevados de fosforilacion de las

cinasas en los primeros 60 minutos de I/R debido a la acumulacion de H,0,.

En resumen, durante la I/R cerebral las vias de sefializacion de Erk 1/2 y Akt no
presentaron cambios significativos en la fosforilacion con los tiempos analizados de
21/2R y 21/4R. Aunque se sabe que el EAE es un amortiguador de EROs, en nuestro
modelo el efecto protector parece no participar sobre la fosforilacion de las cinasas, a
los tiempos estudiados. Sin embargo encontramos una disminucion significativa en la
expresion de Erk 1/2 al trabajar con SAC con 2I/2R, indicando que SAC puede

presentar un efecto protector asociado con la regulacién de la expresion de Erk 1/2.
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