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RESUMEN: La isquemia cerebral transitoria (ICT) , se caracteriza por la interrupción temporal 

del flujo sanguíneo cerebral debido a la obstrucción de un vaso sanguíneo , ocasionando la 

activación de mecanismos de daño (e.g. estrés oxidativo) . Se ha demostrado que compuestos 

derivados del ajo tienen un efecto protector contra el daño isquémico pero los mecanismos de 

protección y el principio activo se desconocen. El objetivo de este estudio fue comparar el 

efecto protector y el mecanismo de acción del extracto de ajo envejecido (EAE) y los extractos 

hidroalcohólicos de endocarpo (ASO) y exocarpo (ASC) de ajo fresco, en la ICT inducida por 

la oclusión de la arteria cerebral media (OACM). El EAE fue adquirido con Wakunaga , el ASO 

y ASC se procesaron mediante maceración de ajo fresco en etanol acuoso al 20% durante 7 

días. El ASO se fraccionó mediante cromatografía en columna obteniendo 3 fracciones 

primarias que se analizaron para determinar su efecto neuroprotector. Ratas Wistar macho 

adultas (n= 6-8) fueron sujetas a 2 h de OACM y 2 h de recuperación del flujo sanguíneo 

(reperfusión) . Los extractos (dosis 360 mg/kg, i.p.) y las fracciones (120mg/kg , i.p.) se 

administraron al inicio de la reperfusión . El efecto protector fue evaluado por 

inmunofluorescencia para detectar la proteína neuronal NeuN . El efecto de los extractos en la 

regulación de genes implicados en la ICT, fue analizado mediante el nivel de expresión del 

ARNm de las subunidades NR-1 y NR-2B de los receptores de N-metil-O-aspartato (NMOARs) 

de la subunidad glutamato cisteina ligasa catalítica (GCLC) y del inhibidor del activador de 

plasminógeno-1 (PAI-1) se evaluaron mediante RT-PCR en tiempo real. Los resultados 

mostraron que el EAE, ASO Y ASC previenen la disminución en la inmunorreactividad de 

NeuN inducida por la ICT en la corteza somatosensorial secundaria . Lo que demuestra que 

los extractos frescos tienen compuestos que confieren un efecto protector contra el daño 

isquémico, pero se desconoce si son diferentes a los que se forman en el periodo de 

envejecimiento (20 meses). Todos los extractos indujeron una disminución en la expresión del 

ARNm de NR-1 y NR-2B que puede traducirse en la disminución de NMOAr sobre-activados. 

Se ha demostrado que los antioxidantes pueden inducir sobre-expresión del gen GCLC pero 

el EAE, ASO Y ASC lo disminuyeron. Por último, las tres fracciones de ASO no generaron 

diferencias significativas en la expresión de GCLC, NR1 y NR2-B por lo que no se pudo 

determinar el principio activo presente en ASO. Los resultados sugieren que diferentes 

preparaciones de ajo tienen compuestos con capacidad protectora pero es necesario realizar 

otros estudios para determinar la identidad de los compuestos con actividad biológica. 
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1. INTRODUCCiÓN. 

La enfermedad vascular isquémica cerebral transitoria (ICT), es la principal causa de 

discapacidad en adultos y la segunda causa de mortalidad en el mundo (OMS, 2011) . En 

México, en el periodo de 2000 a 2004, la ICT fue la tercera causa de muerte y a partir del año 

de 2008, se ha convertido en uno de los principales problemas de salud pública (Sistema 

Nacional de Salud (SNS) , 2008). La ICT se caracteriza por un déficit neurológico focal , 

secundario a una disminución o interrupción temporal del flujo sanguíneo cerebral en un 

territorio vascular arterial específico (generado principalmente por el desprendimiento de un 

trombo plaquetario, embolismo en áreas arterioescleróticas, estenosis arterial severa e 

hipotensión arterial sostenida), lo que produce la pérdida del aporte de oxígeno, nutrientes y 

factores provenientes de la sangre que activan diversos mecanismos de daño celular entre los 

que destacan la producción de especies reactivas de oxigeno (ERO), inflamación y muerte 

neuronal (NINDS, 1990; Cabrera y cols ., 2008). El conocimiento de la fisiopatología de la 

isquemia cerebral (ó icfus isquémico) ha avanzado sustancialmente durante las últimas dos 

décadas y como consecuencia de ello, se han desarrollado nuevas estrategias terapéuticas 

con dos objetivos fundamentales: 1) restablecer el flujo sanguíneo lo antes posible mediante 

el uso de anticoagulantes e intervenciones quirúrgicas y 2) minimizar el daño neuronal 

mediante terapias neuroprotectoras que limiten la progresión de la cascada isquémica en el 

tejido cerebral una vez que ésta se ha iniciado (Fernandez y cols., 2008) . Hasta el momento, 

no existen fármacos neuroprotectores aprobados para su uso en la clínica , pero a nivel 

experimental , se han probado varios compuestos que han mostrado resultados prometedores 

(Martinez y cols ., 2005; Fernandez y cols ., 2008; Tymianski y cols., 2011) , tal es el caso de 

diversos compuestos azufrados obtenidos a partir de extractos de ajo (Allium sativum L.) 

(Akopov y cols., 1996; Ichikawa y cols., 2006; Corzo y cols ., 2007; Brunetti y cols ., 2009; 

Alkeathy y cols., 2010; Aguilera y cols ., 2010 entre otros). Sin embargo, aún falta información 

contundente que permita explicar y validar su empleo. Además, aunque se ha descrito que el 

efecto neuroprotector de los compuestos azufrados radica en su poder antioxidante (Imai y 

cols ., 1994; Borek, 2001 ; Amagase y cols ., 2001 ; Ichikawa y cols., 2006, entre otros). aún 

existen interrogantes sobre sus mecanismos de acción y su posible participación en la 

regulación de genes implicados en la respuesta adaptativa ante la ICT. 
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2. ANTECEDENTES. 

Desde hace algunos años, el EAE ha sido empleado como agente preventivo para 

retrasar los procesos innatos del envejecimiento y disminuir la incidencia de diversas 

enfermedades (Efnedy y cols ., 1997; Amagase y cols ., 2001 ; Ichikawa y cols ., 2006; AJkreathy 

y cols ., 2010) . En estudios realizados sobre modelos de superficies arteriales simuladas, el 

EAE ha demostrado poseer propiedades inhibitorias de la agregación plaquetaria inducida 

por agentes adherentes como el colágeno, ácido araquidónico o adrenalina (McRae, 2005) . 

Se ha demostrado que los compuestos sulfurosos de ajo solubles en agua como la S-alil­

cisteina (SAC) y S-alil-mercaptocisteina (SAMC) , actúan inhibiendo el crecimiento y 

multiplicación de las células endoteliales , disminuyendo los niveles de tromboxano (McRae, 

2005) . Además, se ha reportado que el EAE tiene un efecto neuroprotector que puede estar 

asociado con el control de los radicales libres generados en la ICT (Akopov y cols., 1996; 

Ichikawa y cols ., 2006; Corzo y cols ., 2007; Brunetti y cols ., 2009; Alkeathy y cols ., 2010; 

Aguilera y cols. , 2010 entre otros) . Sin embargo, aunque existe información que respalda 

dichos beneficios, poco se sabe sobre la necesidad de que el extracto de ajo fresco requiera 

del largo proceso de añejamiento de hasta 20 meses para adquirir las propiedades 

farmacológicas. De hecho, después de varios días de maceración del ajo fresco, en una 

disolución hidroalcohólica, se logra extraer diversos compuestos azufrados a los que se les ha 

atribuido el efecto antioxidante como; alicina, ajoeno, S-propenil-S-cisteína, y-glutamil-S­

alilcisteína y SAC en diferente concentración dependiendo del número de días de maceración 

(Amagase y cols., 2006; Borek y cols ., 2001 ; Lawson y cols. , 2005; Greenblatt y cols ., 2006; 

Rasul y cols ., 2011) . 

Con esta evidencia, en la Unidad de Investigación Médica en Farmacología, Hospítal de 

Especialidades, CORCE, Centro Médico Nacional Siglo XXI se analizaron los extractos 

hidroalcohólicos de endocarpo o diente (ASO) y exocarpo o cáscara (ASC) de ajo fresco asf 

como del envejecido (EAE), mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR). Al 

comparar los cromatogramas de los tres extractos se observó que los compuestos 

mayoritarios son los mismos (Figura 1). Este hecho nos llevó a cuestionamos sobre si los 

extractos hidroalcohólicos de ajo fresco poseen un efecto protector similar al reportado para el 
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EAE en la ICT (Aguilera y cols. , 2010). De esta manera, decidimos evaluar si el proceso de 

añejamiento es necesario para observar el efecto. Por otro lado, se ha reportado que el 

extracto de exocarpo (cáscara) de ajo también posee actividad antioxidante debido a la 

presencia de diferentes compuestos como fenilpropanoides particularmente 1, 1-difenil-2-

picrilidacil , N-trans-cumaroiloctopamina y ácido ferúlico, sin embargo , no existe ningún informe 

sobre los beneficios en la salud (Ichikawa y cols ., 2003). Con base en lo anterior, fue de 

nuestro interés conocer el efecto del extracto de ASC y comparar sus efectos con ASO y 

EAE, así como dilucidar el posible mecanismo por el cual el extracto con actividad biológica, 

induce neuroprotección en la ICT. 
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Figura 1. Cromatograma obtenido mediante análisis en CLAR. A) extracto hidroalcoh61ico de material fresco de endocarpo (ASO) de Allium 

satNum L macerado durante una semana; B) extracto hidroalcoh61ico de material fresco de exocarpo (ASe) de Allium sativum L con 7 dlas 

de maceración y C) extracto de ajo envejecido (EAE) elaborado por Wakunaga 01 America Ca. Ud. bajo el nombre de Kyolic. Las flechas 

muestran los tiempos de retención similares en tos tres extractos. 
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3. MARCO TEÓRICO. 

3.1. ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL. 

El término enfermedad vascular cerebral (EVC) engloba un conjunto de trastornos 

neurológicos, en los cuales se daña una región del cerebro de manera permanente o 

transitoria , debido a la disminución del flujo sanguíneo cerebral (FSC) y a la alteración 

primaria de los vasos sanguíneos generada por un proceso patológico (NINDS, 1990). Según 

su naturaleza, la EVC se puede presentar de dos formas: de tipo hemorrágico y de tipo 

isquémico con una proporción entre e115% y 85%, respectivamente (Cabrera y cols ., 2008) . 

Figura 2. Territorio arterial afectado en la leT. 
Imagen adaptada de www.ecured.cutindex.php 

La hemorragia cerebral se define como el vertido 

hemático que es secundario a una rotura vascular y 

que se produce en el interior del cerebro. Según la 

localización del sangrado, puede ser parenquimatosa o 

ventricular (N INDS, 1990). 

La ICT se define como la reducción del aporte sanguíneo hasta un nivel insuficiente para 

mantener el metabolismo y funcionamiento normal de las células cerebrales debido al déficit de 

oxígeno y glucosa. Se clasifica como isquemia global cuando la disminución del aporte del FSC 

es de forma total (e.g. tras un infarto al miocardio) e ICT cuando la reducción del FSC es de 

tipo parcial y se circunscribe al territorio irrigado por una arteria cerebral con una duración 

inferior a 24 h (NINDS, 1990). 

Las causas más frecuentes que inducen un proceso isquémico son : estrechamiento 

gradual (ateroesclerosis) y oclusión súbita (trombosis o embolia) de alguna de las grandes 

arterias cerebrales, asi como microembolia en vasos de pequeño calibre, paro cardíaco, 
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shock e hipotensión sistémica (Diez-Tejedor y cols ., 2001) . La sintomatología atribuida a esta 

patología es resultado exclusivo del territorio arterial afectado (Figura 2 y 3) . En México, en el 

año de 2005, el 84.3% de las personas que sufrieron de un evento cerebral isquémico 

presentaron una mayor afectación en el territorio de la arteria cerebral media (ACM) (Cabrera 

y cols., 2008) . En el humano, la manifestación de síntomas del déficit neurológico focal 

consisten en una disfunción sensitiva y motora de las extremidades contralaterales a la lesión, 

seguidas de ceguera monocular transitoria y trastomos de lenguaje (disfasia o afasia aislada) 

(Zemke y cols., 2004). 

Polígono de WiIIl. 

Comunicante .nttrior 

C.rebral ant,,1oJ 

CAROTIOA INTERNA 

L.nticulOt.trIaClas 
medial •• y lal,rale. 
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Corofdal .nterior 

Comuntc .... lt posterior -----, I.-!.~ 
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C,r.btlOs •• nltfoinf.rior _..-.J ...,~~ 
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A 

Figura 3. Sistema arterial cerebral. A) localización de la ACM: la ACM es una ramifICación de la arteria carótida interna e irriga la parte 

medial de estructuras subcorticales (ganglios basales. ttllamo y cápsula interna), mediante ramas perlorantes; también suministra sangre a 

los lóbulos frontales , circunvoluciones superior y media del lóbulo temporal y zonas laterales de los lóbulos parietal y occipital ; B) SupenlCie 

del Hemisferio Cerebral. mostrando el área irrigada por la ACM (color rosa) . Imágenes tomadas de -Guías de práctica clinica basadas en la 

evidencia: enfermedad cerebrovascular, 2009. 
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3.2. EPIDEMIOLOGiA. 

La EVC es una enfermedad que puede causar incapacidad física y/o mental con un alto 

riesgo de muerte, siendo un grave problema de salud pública mundial. Representa la tercera 

causa de muerte en pa íses industrializados, sólo precedida por las enfermedades cardiacas y 

los tumores malignos (Tegos y cols ., 2000) . En el 2008, su incidencia mundial fue de 1.5 a 4 

casos por cada 1,000 habitantes, con una prevalencia del 8-20 por cada 1,000 habitantes 

(Cabrera y cols ., 2008). La Organización Mundial de la Salud, calcula que para el año 2030 

morirán cerca de 23,6 millones de personas a nivel mundial a causa de una EVC , previendo 

que podría ser la principal causa de muerte para esa fecha (OMS, 2011) . En México, en el 

año de 1970 la EVC se reportó como la séptima causa de muerte, con una tasa de 24.7 

defunciones por cada 100,000 habitantes. En el periodo de 1990-2000 estuvo entre las 

primeras cinco causas de muerte, superada por padecimientos cardiacos, tumores, diabetes 

mellitus, enfermedades hepáticas y accidentes automovilísticos . Para el período de 2000-

2004 la EVC se colocó como la tercera causa de muerte, con una tasa de 25.6/100,000 

habitantes y más de 25,000 muertes (SNS, 2008) . 

En el año 2008 la EVC fue la tercera causa de muerte después de la diabetes mellitus y 

las enfermedades isquémicas del corazón (Tabla 1) (SNS, 2008). Es evidente que, la EVC ha 

adquirido gran importancia por su alta incidencia , su elevada mortalidad y por constituir la 

primera causa de incapacidad permanente en el adulto. Por lo anterior , es indispensable el 

desarrollo de estudios encaminados a identificar los factores de riesgo así como la búsqueda 

de tratamientos farmacológicos enfocados a proteger contra el daño generado en un evento 

cerebrovascular. 

TABLA 1. PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD EN MÉXICO EN 2008. 

Orden Descripción Defunciones Tasa % 
1 Diabetes mellitus 75572 70.8 14 

2 Enfermedades isquémicas del ccrazón 59579 55.8 11 .1 

3 Enfermedad cerebrovascular 30212 28.3 5.6 

4 Cirrosis y otras enfermedades crónicas del higado 28422 26.6 5.3 

5 Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 20565 19.3 3.8 

Datos del Sistema Nacional de Información de Salud: http://sinais.sarud.gob.mxlmortalidadl 
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3.3. FACTORES DE RIESGO, TRATAMIENTO Y PREVENCiÓN. 

Los factores de riesgo asociados a la EVC se han clasificado en tres tipos: 1) no 

modificables: son los factores que vienen determinados en la propia persona; entre ellos 

destacan la edad, el género. la raza y la herencia (Ruíz-Giménez y cols ., 2002); 2) 

modificables bien establecidos: aquellos que se han demostrado claramente que tienen un 

grado de asociación y riesgo relativo con respecto a la EVC; se refiere a padecimientos 

crónicos como la hipertensión arterial y la diabetes mellitus (Ruíz-Giménez y cols ., 2002) y 3) 

modificables potenciales: aquellos con un grado de asociación y riesgo relativo que no está 

bien establecido; entre ellos destacan el consumo de tabaco. el alcohol y la obesidad (Ruíz­

Giménez y cols ., 2002). 

Para la prevención y el tratamiento del ictus se distinguen tres etapas: 1) prevención 

primaria: incluye el conjunto de medidas. estrategias o intervenciones dirigidas a reducir los 

factores de riesgo (modificables bien establecidos) que inducen un primer ictus en aquellos 

individuos saludables (Ruíz-Gimenez y cols., 2002) ; 2) prevención secundaria : tiene como 

objetivo evitar o disminuir la recurrencia del ictus una vez que éste ha tenido lugar mediante la 

disolución del coágulo que ocasiona el ictus isquémico que consiste en el uso de 

trombolíticos; estos fármacos aumentan la transformación endógena de plasminógeno en 

plasmina. con la consecuente destrucción de la fibrina y la disolución de los coágulos de 

sangre que ocluyen los vasos. En el año 1996, se aprobó el empleo del activador del 

plasminógeno tisular recombinante, siendo este el único trombo lítico intravenoso autorizado 

como tratamiento en pacientes. La segunda alternativa en el tratamiento agudo es la 

neuroprotección, entendiendo por tal el conjunto de medidas terapéuticas que sirven para 

prevenir o limitar la lesión del tejido nervioso. Para ello, los fármacos empleados intervienen 

regulando la cascada de señalización bioquímica que se desencadena tras la isquemia. Esta 

es la mejor opción para limitar el daño; sin embargo, solo se han encontrado efectos 

protectores en modelos animales y con la limitante de que la ventana de tratamiento es de 6 

horas como máximo, pasando este tiempo, la lesión isquémica es irreversible 3) rehabilitación 

del paciente : rehabilitación dirigida a recuperar la falta de movilidad de las extremidades 
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afectadas, recuperación del equilibrio, recuperación del lenguaje, así como el intento de 

mejorar la sensibilidad y la capacidad vísual (Fernández-Gómez y cols., 2008) . 

3.4. FISIOPATOLOGíA EN LA leT. 

El sistema nervioso difiere del resto de los tejidos en lo referente a su metabolismo 

energético. El peso del cerebro en el ser humano es solamente el 2% del peso total del 

cuerpo pero recibe el 15% del flujo cardíaco y utiliza el 20% del oxígeno que consume todo el 

organismo. Las células cerebrales obtienen la energía en su totalidad por el metabolismo de la 

glucosa, excepto en circunstancias especiales como la cetosis (disfunción metabólica 

originada por el déficit en el aporte de glucosa, induciendo la utilización de las grasas para 

obtener energía en el ayuno prolongado). La capacidad de depósito de glucosa del cerebro es 

reducida y sólo puede cubrir los requerimientos energéticos cerebrales durante tiempos 

cortos. Por tanto, estas características del tejido nervioso, especialmente la utilización 

exclusiva de glucosa y el escaso margen de almacenamiento, obliga a un estrecho 

acoplamiento entre perfusión, metabolismo energético y función. De esta forma, el 

desacoplamiento que se produce entre todos estos elementos durante el iclus isquémico 

explica la fisiopatolog ía de esta enfermedad (Heiss y cols., 1994). 

Para comprender la evolución del evento isquémico se debe considerar el FSC. Un FSC 

normal de 50 a 60 mL/min/100 gr de tejido en el humano garantiza la actividad eléctrica de las 

neuronas y la preservación de sus funciones biosintéticas . Después de la aparición de un 

evento isquémico, es posible observar dos regiones morfológicas de importancia fisiológica 

para el desarrollo del daño debido a que la reducción del FSC no es homogénea en el 

territorio isquémico (Figura 4) (Lee y cols., 1999). La primera región es el núcleo isquémico 

donde el FSC disminuye a 10 mLlmin/100 gr de tejido que corresponde al ::; 20% del FSC 

normal. En esta región el daño neuronal es irreversible sólo con un periodo menor a 30 

minutos y las neuronas mueren por procesos necróticos. La segunda región está localizada en 

la periferia del núcleo isquémico y se conoce como penumbra isquémica; en está , la reducción 
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del FSC es de 10 a 25 mLlmin/100 gr de tejido (S 50% del FSC normal) y la evolución del 

daño es lenta (Figura 5) (Lipton, 1999). 

La penumbra isquémica presenta las siguientes 

características: 1) desacoplamiento entre la tasa 

metabólica cerebral de oxígeno y el flujo sanguíneo, 

2) pese a la reducción de flujo , el consumo de glucosa 

se mantiene e incluso se incrementa ligeramente 

(fundamentalmente por vía anaerobia) para tratar de 

mantener los niveles energéticos de la célula , 3) se 

presentan despolarizaciones recurrentes, con 

elevaciones transitorias de la concentración de K+ 

extracelular (Heiss y cols ., 1994) y 4) ocurre la 

síntesis de ARNm y protelnas que intervienen en vlas 

de señalización que inducen la muerte celular por 

apoptosis (e.g. la sobreexpresión del gen PAI-1 

Penumbra 

Núcleo 

Coágulo 

Figura 4. Ilustración de las dos zonas 

moñol6gicas secundarias a la privación del FSC. 

T amada del cuaderno de infarto cerebral y pre­

acondicionamiento isquémico, Navarrete y cols., 

2010. 

que contribuye al proceso inflamatorio inducido por la hipoxia) (Zhang y cols ., 1999). Todo lo 

anterior conlleva a que la vida media del tejido localizado en la penumbra sea corta, 

evolucionando rápidamente hacia la lesión isquémica (Casti llo, 2000). 

Por las características mencionadas, la penumbra isquémica es la región susceptible de 

ser rescatada mediante terapias farmacológicas. Se han llevado a cabo investigaciones con la 

finalidad de entender las vías de señalización activadas durante la isquemia cerebral y 

encontrar los blancos terapéuticos que permitan implementar terapias efectivas (Dirnagl y 

cOls ., 1999; Lee y cols ., 1999; Weinberger, 2000; ladecola, 1999; Lo, 2008; Ginsberg, 2008). 

o Penumbra 

Minuros --~) Horas 

e Núcleo 

--~) Días y semanas 

Figura 5. Efectos de la 

reducción del FSC (Liu y 

cols ., 2009) . 
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3.4.1. Mecanismos bioquímicos y moleculares durante la leT. 

En condiciones de normoxia , en la membrana interna mitocondrial , se lleva a cabo el 

proceso conocido como respiración que consiste en el transporte de electrones, a través de 

diferentes complejos enzimáticos que permiten la producción de energía en forma de 

adenosín trifosfato (ATP). En ese proceso, el oxígeno es pieza fundamental ya que actúa 

como aceptar final de electrones. 

En la isquemia cerebral , debido a la ausencia de oxígeno, el flujo de electrones se 

detiene, así como la producción de ATP. El ATP almacenado disminuye rápidamente y todos 

los procesos que requieren energía se ven alterados. Por ejemplo, los sistemas de transporte 

activo (como las bombas de Ca2+, Na+ y K+) que mantienen el potencial de membrana 

funcionan hasta que se termina la reserva de energía intracelular (Lee y cols., 1999; Lipton, 

1999; Sweeney y cols., 1997, White y cols., 2000), con la consecuente pérdida del gradiente 

iónico y la despolarización permanente de la membrana celular. Este hecho conduce a la 

liberación presináptica excesiva del neurotransmisor glutamato, el cual se une a sus 

receptores del tipo Kainato y ácido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazole-propiónico (AMPA) 

(Arauz y cols., 2002). La entrada masiva de Na+ debida a la activación de los receptores 

AMPA se acompaña de la entrada de agua, lo que produce edema celular (Choi , 1988). 

Adicionalmente, la despolarización de la membrana libera el Mg2+ que bloquea los receptores 

de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDARs) , generando su activación y un proceso de 

daño neuronal conocido como excitotoxicidad por glutamato (Simon y cols ., 1984; Amoroso y 

cols., 1990; Michaelis y cols. , 1998; Dirnagl y cols., 1999; Lee y cols ., 1999). 

La activación de los NMDARs desencadena la entrada masiva de Ca2+ y Na+, 

despolarizando la célula y activando procesos catabólicos mediados por proteasas, lipasas y 

endonucleasas dependientes de Ca2+, la activación de otras enzimas como la sintasa de óxido 

nítrico neuronal que libera óxido nítrico (NO") (Choi , 1988) y la fosfolipasa 2 que produce 

metabolitos de ácido araquidónico y anión superóxido (02\ que también participan en la 

muerte neuronal (Arnold y cols., 2005, Moskowitz Y cols., 2010) . Por otro lado, la acumulación 

excesiva en el espacio extracelular de glutamato también produce toxicidad porque afecta al 
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sistema de transporte cisteína-glutamato (Murphy y cols. , 1990). Este sistema se encarga de 

transportar glutamato al exterior celular a cambio de cistelna , la cual constituye una fuente 

importante para la formación del antioxidante más importante de la célula; el glutatión (GSH). 

Asimismo, el incremento de Ca2
+ activa otros procesos celulares como la síntesis de citocinas 

y otros factores que causan inflamación y comprometen la microcirculación (Iadecola, 1999). 

3.4.2. Importancía del receptor de glutamato tí po NMDA en la ICT. 

El proceso excitotóxico juega un papel importante en muchas otras patologías del 

Sistema Nervioso Central (Choi , 1988) y los NMDARs son una diana fundamental en la 

búsqueda de estrategias de neuroprotección (Hartley y cols., 1993). A nivel experimental , se 

han probado diversos antagonistas competitivos (e.g. selfotel) y no competitivos (e.g. 

dextrorfano, aptiganel y eliprodil) de los NMDARs que no han sido efectivos en el tratamiento 

de la isquemia cerebral debido a su baja tolerancia , eficacia y alta toxicidad (Albers y cols ., 

2001 ; Ikonomidou y cols ., 2002). En contraste con los efectos adversos generados por la 

sobreactividad de los NMDARs en la isquemia, su actividad fisiológ ica es de suma importancia 

para promover la supervivencia neuronal (Papadia y cols., 2007) . En modelos animales, 

antagonistas selectivos que bloquean totalmente los NMDARs (e.g. CGP37849 y CGP43487) 

provocan apoptosis generalizada y exacerban el daño neuronal tras las isquemia (Gould y 

cols. , 1994). Por ello, un paso crítico en el diseño de nuevas estrategias terapéuticas es 

conocer por qué han fracasado los antagonistas de los NMDARs en el tratamiento de estas 

patologías y estudiar a profundidad las vías de señalización de sobrevivencia 

desencadenadas por la activación de los NMDARs como señales postrasduccionales de 

proteínas y expresión de genes involucrados en la respuesta neuroprotectora . 

3.4.2.1. Clasifícacíón de los receptores de glutamato. 

Entre los receptores para el neurotransmisor excitatorio L-glutamato pueden distinguirse 

dos familias, según el mecanismo de transmisión de la señal de activación: 1) famil ia de 
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receptores metabotrópicos (mGluRs) : formados por proteínas con siete segmentos 

transmembranales acoplados a proteínas G, que transducen la señal de unión del agonista al 

interior de la célula a través de una cascada de señal ización mediada por segundos 

mensajeros intracelulares (5choepp y cols., 1990; 5ugiyama y cols ., 1987) y 2) familia de 

receptores ionotrópicos (iGluRs) : canales iónicos acoplados a ligando, clasificados en tres 

subtipos, atendiendo a su afinidad por distintos agonistas sintéticos y sus características 

electrofisiológicas: a) Receptores de tipo AMPA, b) Receptores de tipo kainato y c) los 

NMDARs (Michaelis y cols ., 1998). Dentro de los tres tipos de receptores ionotrópicos de 

glutamato, los NMDARs participan en la excitabilidad general y en mecanismos de 

señalización celular gracias a su permeabilidad al Na +, K+ Y Ca2+. Este último ion puede 

modular la actividad de segundos mensajeros y enzimas intracelulares de neuronas (Choi ., 

1992). 

Los NMDARs están formados por un complejo de cuatro subunidades. Estas 

subunidades están clasificadas dentro de tres familias definidas por su secuencia de 

aminoácidos con un alto grado de conservación: NMDA Receptor 1 (NR1) , NR2 Y NR3, siendo 

idénticos en aproximadamente un 20% entre las formas NR1 con NR2 (Kutsuwada y cols., 

1992) y NR3 en un 50% al compararla con las distintas subunidades NR2 (Ishii y cols. , 1993; 

Chatterton y cols., 2002). Se requieren dos subunidades NR1 expresadas en la arquitectura 

del receptor para que sea funcional , las dos sub unidades restantes son combinaciones homo­

y heterologas entre las familias NR2 (A-D) Y NR3 (A Y B) lo que le confiere características muy 

particulares que influyen en las propiedades fisiológicas de los NMDARs (Hollmann y cols ., 

1994; Cull-Candy y cols ., 2001 ). Así, los NMDARs están formados por heterotetrámeros 

íntegrados por dos dímeros conformados por las subunidades NR1-NR2 y que para activarse, 

necesitan dos moléculas de L-glutamato y dos moléculas de glicina (aunque también el 

aspartato puede fungir como agonista y la D-serina como coagonista) (Cull-Candy y cols ., 

2001). Cada subunidad NR1 posee un sitio de unión para glicina y cada subunidad NR2 con 

un sitio de unión para glutamato, es decir dos sitios de unión para glicina (51) Y dos para 

glutamato (52) en cada receptor. Por tanto, el dímero NR1-NR2 se considera la estructura 

base de organización funcional en cada receptor en donde se localizan los diversos sitios de 

unión y de reconocimiento para diferentes ligandos, tanto fisiológicos como farmacológicos 
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(eull-eandy y cols ., 2001 ; Shüler y cols., 2008) . Cada subunidad de receptores ionotrópicos 

posee una estructura molecular muy semejante, el cual se organiza en dominios funcionales 

que son: un dominio extracelular amino (N) terminal (DNT), un dominio de unión para el 

ligando (DUL) formado por cuatro segmentos hidrofóbicos transmembranales (M1 a M4) con 

el segmento M2 que ingresa parcialmente a la membrana y que conforma el canal iónico, 

también está formado por un asa intracelular entre los dominios M1 y M2, un asa extracelular 

entre los dominios M2 y M3 Y finalmente un dominio carboxilo terminal (e) intracelular (DeT) 

(Kuner y cols. , 1996; Bigge y cols ., 1999; Shüler y cols., 2008) (Figura 6). Adicionalmente, a 

los sitios naturales de unión para glicina o para glutamato en el dímero NR1-NR2, 

particularmente, en la región extracelular de NR2 posee sitios de unión para ligando 

endógenos como las poliaminas, sitio de redox para protones y para el zinc que pueden 

ejercer un efecto regulador de la actividad del receptor NMDA al permitir el incremento o la 

disminución del flujo de ea 2
• a través de la actividad del receptor bajo condiciones fisiológicas 

y/o patológicas. Mientras que, los ligandos exógenos para esteroides, etanol , así como 

algunas moléculas sintéticas, se han empleado como herramientas experimentales para el 

estudio de las propiedades del receptor NMDA y facilitar el desarrollo de antagonistas de 

utilidad terapéutica (eull -eandy y cols., 2001 ; Shüler y cols ., 2008; Flores y cols ., 2011) . 

N-terminal 
Dominiodd [ 

Dominio de [ 
unjó~ para 
agoOlslas 

NR1 NR2 
Modutactores rR\ aiosténoos 

lJIvkJ lt" s~o 1 

Zn 2. 2A. 

Figura 6. Esquema de las subunldades del receptor 

NMOA. Las proteinas se localizan en la membrana 

plasmática mediante 4 regiones transmembranales TM 

(1-4) , donde TM2 sOlo la atraviesa parcialmente. El 

extremo N-terminal de las subunidades queda orientado 

hacia el exterior celular y el e-terminal hacia el 

citoplasma constituyendo un dominio de longitud 

variable . Dentro de las secuencias extracelulares. los 

150 aminoácidos anteriores a TM1 (dominio Sl ) y el 

bucle entre TM3 y TM4 (dominio 52) constituyen las 

regiones de interacci6n con el ligando. También se 

distingue el dominio N-terminal (NTD). los cuatro 

dominios transmembranales forman el canal iOnico, 

permitiendo, tras el desbloqueo del Mg2
', la salida de K' 

y la entrada de Na' y Ca2
' . El dominio TM2 se dispone 

hacia el interior del canal, aportando la especifICidad 

iónica. Finalmente los dominios C-terminales 

citoplásmicos son muy variable. Imagen modifICada de 

Flores y cols., 201 1. 
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3.4.2.2. Regulación de la transcripción de NR1, NR2 Y NR3. 

El ARNm de NR1 comienza a detectarse en el cerebro de rata a partir de los 14 días de 

desarrollo embrionario, aumentando sus niveles gradualmente hasta tres semanas después 

del nacimiento (Laurie y cols ., 1994). La inducción transcripcional durante la diferenciación 

neuronal ocurre principalmente mediante la des-represión de su promotor, bloqueado 

inicialmente por la interacción del represor REST/NRSF (Represor element silencing 

transcription/neuron-restrictive silencer factor) con el elemento RE1 (represor element-1) y 

cuyos niveles disminuyen a lo largo de la diferenciación (Bai y cols. , 2003). También son 

necesarios mecanismos positivos para la expresión del gen de NR1 . Se ha descrito que los 

factores de transcripción de la familia Sp1 (Bai y cols ., 1995), MAZ (Myc-associated zinc finger 

protein) (Okamoto y cols ., 2002) , NFKB (Neuronal KB-Binding Factor) (Liu y cols., 2004) y 

factores de crecimiento de la familia NGF (Nerve Growth Factor) , se unen a elementos 

NGFIIEgr (Nerve growth factor-inducible/early growth reaction factor) (Bai y cols ., 1997) del 

promotor. Además, se ha propuesto que la inhibición de Sp1 es necesaria para el 

silenciamiento por REST/NRSF (Plaisance y cols., 2005) . 

En la sinapsis glutamatérgica, las subunidades NR2 son ubicadas selectivamente en la 

membrana post-sináptica neuronal y aparecen después de 1 o 2 h del contacto axodendritico 

inicial , siendo de gran relevancia en las respuestas biológicas (Liu y cols., 2003). Sin 

embargo, las regiones promotoras de las subunidades NR2 están poco caracterizadas. Se ha 

observado que de forma similar a NR1 , en el promotor de NR2A existen secuencias diana 

para los factores de transcripción de tipo Sp1 (Liu y cols., 2003). 

En las neuronas con daño isquémico se induce la expresión de REST/NRSF (Calderone 

y cols., 2003) y se disminuye transitoriamente el nivel de expresión de los factores de 

transcripción Sp1 , Sp3 y Sp4. Este fenómeno conlleva al incremento de los niveles de NR1 . 

Además se favorece la interacción entre NR1 y NR2B provocando mayor daño neuronal (Lau 

y cols., 2007) . Por otra parte, la sobre estimulación in vivo de los NMDARs inducida por la 

isquemia disminuye la expresión de la subunidad NR1 en un 41% (Gascón y cols ., 2005) y la 

degradación de las subunidades NR2A y NR2B (Simpkins y cols., 2003; Wu Y cols., 2005) . 
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Esta reducción en la expresión del ARNm de NR1 y la degradación de las subunidades de 

NR2 pueden estar involucradas en el mecanismo de autorregulación del receptor que 

disminuye la excitotoxicidad por glutamato en aquellas neuronas que han sobrevivido tras el 

ictus (Gascón y cols., 2005; Wu y cols ., 2005). Por ello, la búsqueda de compuestos que sean 

capaces de modular la expresión de dichas subunidades NR1 y NR2 representa un campo 

experimental interesante que podría ofrecer alternativas en el tratamiento de la isquemia 

cerebral. 

Por otra parte, las subunidades NR3A y NR3B están codificadas cada una por su propio 

gen. El sub-tipo NR3A presenta dos isoformas y se encuentran ampliamente distribuidas en el 

cerebro. NR3B no ha mostrado variantes y su expresión predomina en neuronas motoras 

(Cull-Candy y cols., 2001) . Estas subunidades solo son funcionales si están co-expresadas 

con NR1 y NR2 (receptores NR1/2NR3A1B) han mostrado una función modulatoria negativa 

en el canal y cuando están unidos con la subunidad NR1 forman receptores ionotrópicos con 

apertura dependiente solo de glicina, que a pesar de las propiedades inhibitorias de este 

neurotransmisor, en estos receptores (NR1/NR3A1B) la glicina genera una actividad excitatoria 

(Dingledine y cols ., 1999). Se ha encontrado que la subunidad NR3A se asocia con NR2A y 

NR2B en el cerebro adulto , sugiriéndose la presencia de receptores NMDA tri heterómeros 

compuestos por combinaciones NR1/NR2A1B /NR3A. La presencia de diferentes 

combinaciones de sub unidades en los NMDARs, en especial de la familia NR2, confiere al 

canal variabilidad en sus propiedades cinéticas y farmacológicas (Dingledine y cols., 1999; 

Cull-Candy y cols ., 2001 ; Elenes y cols. , 2009). 

3.4.3. Daño celular medíado por radicales libres producidos en la leT. 

Durante la excitotoxcicidad por glutamato, el Ca 2
' juega un papel fundamental , ya que 

muchas de las reacciones enzimáticas involucradas en la fosforilación de proteínas, son 

dependientes de este ion (Philip, 2003). Una alteración en la actividad de las fosfatasas y las 

proteínas kinasas durante la isquemia-re perfusión, provocan cambios en la actividad de los 

receptores iónicos de membrana y también afectan la transcripción y transducción de genes 
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(Lipton y cols., 1999). Estos efectos pueden por tanto explicar los efectos a largo plazo de la 

isquemia sobre la función e integridad de la membrana, facilitando la peroxidación lipídica por 

parte de los radicales libres y el desencadenamiento de la muerte celular. Otras racciones 

enzimaticas mediadas por calcio en la ICT que promueven la formación de ERO son la 

oxidación del ácido araquidónico (por la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa), la oxidación de la 

xantina e hipoxantina (vía xantina oxidasa) entre otras (Nicholls y cols., 1999) . Sin embargo, la 

mayor concentración de ERO que se producen durante la ICT y la reperfusión , tienen su 

origen en la cadena respiratoria mitocondrial (Philip, 2003) . 

La mitocondria contribuye a la homeostasis del Ca 2+ intracelular a través de su 

capatación y liberación por parte del intercambiador uniporte de Na+¡ Ca2+, los poros de 

permeabilidad transitoria (PTP, tanto de los de alta y baja conductancia) y otras vías como la 

idependiente de Na + para el eflujo de Ca2+ y un antiporte de H+' Ca2+ (Lipton y col s 1999; 

Philip, 2003) . El aumento del calcio intracelular en la ICT, aumenta el influjo del mismo a la 

mitocondria, esto produce una sobrecarga del Ca 2+ intramitocondrial , generando la producción 

de ERO y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (t.ljJm) (Nicholls y cols ., 1999; 

Chipoulos Y cols ., 2006) . Esta descompensación en la homeostasis del Ca 2+ intraneuronal es 

irreversible, mecanismo conocido como desregulación del calcio retardada (DCR) (Chipoulos 

y cols., 2006). En mitocondrias aisladas sometidas a anoxia (evento que simula parcialmente 

el periodo isquémico) , se ha demostrado que la pérdida del t.ljJm es dependiente del 

incremento del Ca2+ mitocondrial durante la reperfusión , periodo en el que se favorece la 

formación de ERO (Tanaka y cols., 1998), desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, 

colapso energético y la ruptura del balance redox celular que en conjunto inducen la muerte 

neuronal (Seppet y cols ., 2009) . 

En condiciones normales, la generación de ERO a partir del oxígeno molecular es un 

proceso fisiológico que tiene lugar en las células de todos los organismos aeróbicos. El 0 2" Y 

el peróxido de hidrógeno (H20 2) se presentan en las células en concentraciones basales del 

orden de nanomolar y micromolar, respectivamente (Dawson y cols ., 1996; Nicolls Y cols., 

1999). Sin embargo, durante la isquemia cerebral , el O2" se forma in vivo como consecuencia 

de la reducción incompleta del O2 en la cadena de transporte de electrones mitocondrial y por 
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la acción de enzimas como xanti na oxidasa . Además, la enzima superóxido dismutasa genera 

0 2- y H20 2 a partir del O2-. Asimismo, en presencia de cationes metálicos el H20 2 y el O2-

pueden reaccionar entre si, generando radicales hidroxilo (OH"). que son especies altamente 

reactivas y oxidantes (Halliwell, 1992; Peuchen y cols ., 1997). Cuando se incrementa la 

producción de sustancias oxidantes, se produce una deficiencia en los mecanismos 

antioxidantes intracelulares y las ERO que resultan dañinas para la célula . 

La formación de ERO se induce después de 1.6 h de la oclusión de la arteria cerebral 

media (OACM) y se mantiene por más de 3 h. Sin embargo, el máximo incremento se observa 

tras la reperfusión (Peters y cols ., 1998). Este incremento de ERO durante los primeros 30 

minutos de reperfusión , ocurre como resultado del aporte masivo de O2, que no puede ser 

reducido adecuadamente en la cadena respiratoria , que ha sido alterada por la hipoxia y como 

consecuencia, se forma una gran cantidad de 0 2- como un producto inmediato de la 

respiración mitocondrial y representa una de las principales causas de daño en la isquemia 

cerebral. (Peters y cols ., 1998). 

3.4.4. Mecanismos de defensa contra las ERO y la importancia de glutatión en la leT. 

El término antioxidante incluye a todas las sustancias capaces de retardar o detener los 

procesos de oxidación mediados por ERO. Los mecanismos de defensa antioxidante son :1) la 

depuración de ERO mediante reacciones redox que previenen su propagación, 2) la hidrólisis 

enzimática de los puentes éster que remueve los ácidos grasos peroxidados generados a 

partir de los lípidos, 3) el secuestro de metales de transición que pueden reaccionar con 

grupos OH' y ser altamente tóxicos (principalmente hierro), 4) la reducción de H20 2 mediada 

por catálisis enzimática donde intervienen diversas enzimas como superóxido dismutasa, 

catalasa y glutatión peroxidasa y 5) la activación de cascadas de señalización que culminan 

en la expresión de genes involucrados en la síntesis de moléculas con actividad antioxidante 

(Thomas, 2000). 
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Una molécula de protección endógena ante ERO es el glutatión (GSH) (Figura 7) . Es el 

compuesto tiólico presente en mayor concentración en todas las células y participa en 

distintas funciones como la detoxificación de xenobióticos. En su estado reducido, es cofactor 

de varias enzimas y constituye la forma de almacenamiento y transporte de la cisteína en la 

célula , pero la función más importante del GSH es la de antioxidante intracelular, 

desempeñando un papel crucial en la defensa celular frente al estrés oxidativo y nitrosativo 

(Meister, 1988). 

o o ( HH o 

- O ~ ~ I~~ O -
't NH H o , 

glutamato cisteina 
glicina 

Figura 7. Estructura química del GSH reducido. Tomada de (Katsura y cols ., 1993). 

En su acción antioxidante, el 

GSH puede combinarse de forma 

no enzimática con distintos 

radicales libres como Oi-, OH' Y 

NO', actuar como donador de electrones en la reducción de H20 2, en una reacción catalizada 

por glutatión peroxidasa. En ambos casos, el producto final es el GSH oxidado o disulfuro de 

glutatión (GSSG) (Dringen, 2008) . 

El H20 2, el NO' y el peroxinitrito (ONOO) reaccionan con el GSH mayoritariamente 

(>90%) mediante este mecanismo (Radi y cols ., 1991). Así, el GSH al ser el antioxidante 

mayoritario, incluso la oxidación de una pequeña cantidad de GSH a GSSG, puede producir 

importantes cambios en el estado redox celular para disminuir el estrés oxidativo en la ICT 

(Cooper y cols. , 1980; Mizui Y cols. , 1992). 

3.4.5. Papel de la enzíma lígasa de glutamato y cisteína en la síntesís de glutatión. 

El glutatión se sintetiza de novo en el citosol celular en dos reacciones consecutivas 

dependientes de ATP, catalizadas por la enzima ligasa de glutamato y cisteina (GCl) y la 
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glutatión sintetasa (GSHS). La primera es un paso limitante de la reacción y se inhibe por 

retroalimentación . En ésta, el L-glutamato y L-cisteína forman L-y-glutamil-L-cisteina (y-GC) . 

En la segunda reacción , la y-GC se une a la L-glicina generando GSH (Figura 8) (Dringen, 

2008) . La GCL es una proteína heterodimérica, compuesta por una subunidad catalítica de 

637 aminoácidos aproximadamente (GCLC, PM -73 kDa) y una subunidad moduladora de 

274 aminoácidos (GCLM, PM-31 kDa) (Figura 8) . Ésta modula la afinidad de la sub unidad 

catalítica por los sustratos y los inhibidores, reduciendo así la constante de Michaelis de la 

GCLC por el glutamato, e incrementando la constante de inhibición para el GSH . Ambas 

subunidades están codificadas por diferentes genes con diferentes localizaciones 

cromosomales. La expresión de ambas subunidades está poco coordinada , de forma que el 

control de la transcripción de ambas subunidades es independiente y diferente según los 

tejidos (Meister, 1988; Griffith y cols., 1999; Yang y cols ., 2007) . 

A 

GSHS 

~ ""7"7' ~ - ~ 
:2\ ATP AOP + PI 

L- ~ 

B 
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Figura 8. A) Bioslntesis de GSH. Para la sintesis de GSH es necesaria la participación de L-glutamato y L-Cisteína Que mediante la 

acción enzimática de Gel y ATP se forma L-y-glutamil-l-cisteína (y-GC). En la segunda reacción, la y-GC se une a la l-glicina generando 

GSH. B) Enzima Gel constituida por la subunidad catalizadora y la moduladora. Imagen modificada de Katsura y cols ., 1993). 

3.4.5.1. Regulación genética de la subunidad GCLC por antioxidantes y estrés 

oxidativo. 

Estudios revelan que la actividad enzimática de GCL implicada en la síntesis de GSH, 

está frecuentemente acompañada por un aumento en el nivel del ARNm del gen que codifica 

para la subunidad GCLC (Mulcahy y cols., 1997). También se ha observado que con la 

exposición a diversos antioxidantes como terbutilhidroquinona (Shih y cols., 2005), extractos 

de Ginkgo biloba L. (Liu y cols ., 2008) quercetina (Kang y cols ., 2009), resveratrol (Zhang y 
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cols., 2009) ácido ferúlico (Ma y cols ., 2010) , N-acetilcisteína (Antolino y cols., 2011) y aceite 

de naranja (Citrus sinensis L.) (Gao y cols., 2011) se induce la transcripción del gen de GCLC. 

Uno de los posibles mecanismos de acción de estos antioxidantes a nivel de la 

membrana celular es promover las cascadas de señales cito plasmáticas mediante la vía de la 

proteína cinasa B (AkT) Y la familia de cinasas ERK. La activación de estas enzimas genera la 

disociación del complejo Keap1-Nrf2 unión que mantiene retenido al factor de transcripción 

Nrf2 en el citosol. Nrf2 al ser liberado de Keap1 (Kelch-like ECH- associated protein 1) es 

translocado al núcleo (Kim y cols ., 2010) . Nrf2 se asocia a otras proteínas Maf para unirse al 

promotor de la secuencia ARE (Antioxidant Response Element) , elemento presente en la 

mayoría de genes que codifican para enzimas destoxificantes y antioxidantes (Kensler y cols ., 

2007; KMigsberg , 2007) . Se ha demostrado que Nrf2 induce la expresión de GCLC ante un 

evento isquémico como parte de la respuesta protectora (Shih y cols., 2005) . 

3.5. NEUROPROTECCIÓN COMO TRATAMIENTO EN LA ICT. 

Los conocimientos adquiridos en los últimos años acerca de la existencia de un área de 

penumbra isquémica en todo ictus y su posible reversibilidad explican porque la farmacologla 

de la neuroprotección ha adquirido una gran importancia en el tratamiento de la isquemia 

cerebral. Actualmente , el esfuerzo clínico persigue dos objetivos principales: 1) restablecer el 

flujo sanguíneo y 2) proteger la región de la penumbra mediante farmacoterapia para lograr 

que los mecanismos fisiológicos naturales o los derivados del tratamiento detengan la s vías 

de señalización que derivan en muerte celular (Jordan y cols., 2007; García y cols., 2008; 

Segura y cols. , 2008) . Para ello, han de interferir con uno o más de los componentes de la 

cascada bioquímica que se desencadena tras la isquemia en alguna de las siguientes etapas: 

Activación : En esta primera etapa participan segundos mensajeros como el Ca 2
', el Na' 

y las ERO que de forma concomitante inician el proceso excitotóxico. A nivel experimental se 

han probado fármacos neuroprotectores que actúan en esta fase incluyendo antagonistas de 

los NMDARs (Mohr y cols ., 1998; Franke y cols ., 1996; Leszek y cols ., 1997; Davis y cols ., 
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2000; Shin y cols., 2011 ; Paquette y cols., 2010). Sin embargo, solo el quelante de Caz. 

DPb99 ofrece mejoras significativas en ensayos de fase" (D-Pharm, 2010; Rosenberg y cols ., 

2011 ). 

Decisión: La segunda etapa se cree que está regulada por la estabilidad de la 

mitocondria, ya que ciertos cambios en la permeabilidad de las membranas mitocondriales 

constituyen el punto de no retorno. La mitocondria está considerada como el principal nexo 

entre las señales de estrés celular y la ejecución de la muerte celular programada en las 

neuronas (Jordán y cols., 2007) . 

Ejecución: Se incluyen los fármacos inhibidores de enzimas efectoras apoptóticas, como 

los inhibidores de las proteasas caspasas y calpaínas. Actualmente existen estudios que 

confirman que una excesiva activación de calpaína ejerce un papel importante en la 

fisiopatología de la isquemia cerebral. Hay un gran número de fármacos inhibidores de la 

calpaína descritos en estudios preclínicos (e.g. calpastatina, péptidos adehídos y 

epoxisuccínicos) pero todos ellos presentan el inconveniente de su escasa permeabilidad 

celular, lo que los convierte en malos candidatos a futuros fármacos neuroprotectores 

(Fernández y cols ., 2008) . 

El objetivo del tratamiento neuroprotector es conseguir que las neuronas soporten 

durante más tiempo el daño derivado de la isquemia, hasta que se restituya el FSC. Se trata 

de que el tejido cerebral sano no se convierta en isquémico y que éste no se convierta en 

necrótico. Algunos fármacos (e.g. dizocilpina y 2,3-hidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[F]­

quinoxalina) han sido eficaces en los estudios experimentales en animales, sin embargo, 

hasta la fecha no se han obtenido resultados concluyentes en los estudios realizados en seres 

humanos, aunque hay datos esperanzadores. También , el empleo de altas dosis de fármacos 

con efecto antioxidante para disminuir las ERO en la ICT en modelos experimentales ha sido 

contraproducente, ya que se ha demostrado que las ERO en condiciones basales son 

importantes para inducir señalizaciones bioquímicas que intervienen en procesos de 

proliferación y diferenciación celular (Hamanaka y cols., 2010) . Aún así, existe mucha 

controversia debido a que algunas sustancias empleadas presentan efectos secundarios que 
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pueden perjudicar la salud y otras suelen ser poco selectivas (Fernández y cols. , 2008). A 

esta problemática surge como alternativa recurrir a las plantas medicinales como punto de 

partida para el hallazgo de productos con efecto neuroprotector para la prevención de la ICT. 

3.6. Allium sativum L. 

AI/ium sativum L. o ajo común, es una especie que pertenece a la familia Liliaceae 

constituida por alrededor de 600 especies. El ajo está formado por el bulbo subterráneo con 

un número variable de bulbillos (endocarpo ó dientes) , que están insertados sobre un eje 

(Bradley. Herbal compendium, 1992) (Figura 9). 

Figura 9. A) Estructuras de la planta de Allium sativum 

L. B) Corte transversal del bulbo de Allium Sativum lo 

Imagen modifICada de Bradley PR o British herbal 

compendium, 1992. 
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Su origen proviene de las estepas de Asia Central, donde se extendió hacia el Este 

hasta alcanzar China y hacia el Oeste en dirección a Europa (Ross, 1999). Además de su uso 

culinario, el ajo también se ha empleado desde el inicio de la humanidad como elemento 

religioso, antimicrobiano y antiinflamatorio. Su utilización en medicina tradicional se remonta al 

menos a 4.000 años. El extracto de ajo ya era empleado por los sumerios para combatir la 

parasitosis y prevenir epidemias, los antiguos egipcios lo utilizaban como tónico cardiaco ; en 

la India, se recomendaba para controlar la hipertensión arterial, la debilidad miocárdica y otras 

alteraciones del sistema cardiovascular. Con el paso de los años se han demostrado sus 

propiedades antiparasitarias, antihepatotóxicas, hipotensoras arteriales, hipolipemiantes, 
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hipoglucemiantes, antitumorales, antimicrobianas y antioxidantes (Block y cols ., 1985; Peirce y 

cols., 1999; Amagase y cols. , 2001 ; Corzo y cols ., 2007; Aguilera y cols ., 2010). 

3.6.1. Contenido alimenticio y composición químíca. 

Cada 100 9 de ajo fresco contiene : 128-135 calorías ; 6,1 9 de proteínas (principalmente 

aliinasa) ; 1,2 9 de aminoácidos libres (e.g. arginina) ; 27,5 9 hidratos de carbono 

(escencialmente fructosanos); 0,1 9 de grasas; 0,7-1 ,5 9 de fibra ; 38 mg de calcio; 134 mg de 

fósforo; 26 mg de magnesio; 80 mg de azufre, 0,004 mg de yodo; trazas de sílice ; 45 mg de 

sodio; 1-1,4 mg de hierro; 1 O ~g de níquel ; 20 ~g de selenio; 0,1 mg de pro-vitamina A; 0,1-0,2 

mg de vitamina B1 ; 0,08-0,10 mg de vitamina B2; 0,6 mg de vitamina B3 y 14-17 mg de 

vitamina C. (Souci y cols ., 1994). Además contiene sales minerales, glucósidos esteroideos 

(Matsuura y cols ., 1988), lectinas (Kaku y cols ., 1992), prostaglandinas, pectina , adenosina, 

biotina, ácido nicotínico, ácidos grasos, glicolípidos, fosfolípidos , mucílago, taninos, terpenos, 

polifenoles (ácido gálico) , flavonoides (quercetina) y compuestos azufrados (Figura 10) 

(Fenwick y cols ., 1985). 

OH 

HO 

OH 

HO OH 
O OH OH 

Quercetina ACldo gálico 

Figura 10. Algunos compuestos no azufrados y con actividad antioxidante en Allium sativum L. Imágenes tomadas de 

www·chemistrv. aboul .comJod/chemicatstructureslalstructures 
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La mayorla de los compuestos azufrados en el ajo tienen su origen en la aliina que en 

condiciones adversas es biodegradada mediante el siguiente proceso : 

1) la enzima alinasa es liberada de su compartimiento celular por lisis; 2) la alinasa 

transforma la aliina en alicina (dialil-tiosulfinato) (Figura 11) , 3) la alicina, cuya vida media a 

temperatura ambiente es de 2-4 días, se descompone rápidamente dando lugar a la formación 

de mono- di- y trisulfuros, así como de otros derivados azufrados como el ajoeno (4,5,9-tri­

tiododeca-1 ,6, 11-trieno-9-óxido), alil-metiltiosulfinato, 1-propenil-alil-tiosulfinato y ')'-L-glutamil­

S-alil-cisteína y 4) la conservación en el tiempo y a temperatura ambiente de estos 

homogeneizados da lugar a un notable incremento en la concentración de SAC y S-alil­

mercapto-cisteína que aparentemente son exclusivas del proceso de envejecimiento 

(Amagase y cols., 2001 ; Ichikawa y cols., 2006) . 
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Figura 11. Formación de los compuestos azufrados presentes en extractos de ajo. Porcentaje reportado con respecto a la cantidad de 

ajo fresco utilizado. Imagen modifICada de Lawson y cols ., 2005. 

35 



3.6.2. Preparados de ajo y su función antioxidante. 

Los compuestos azufrados se pueden clasificar con base en el medio de disolución en : 1) 

hidrosolubles: SAC; S-alil-mercapto-cisteína, S-metil-cisteína y y-glutamil-S-alil-cisteína. (Block 

y cols ., 1984) y 2) liposolubles: sulfuro dialílico; disulfuro dialílico (dialíl-disulfuro), alicina , 

trisulfuro dialílico (dialil-trisulfuro); trisulfuro alilmetílico; aliina y ajoeno (Figura 12) (Block y 

cols., 1984). 

OH 

S-metil-clstelna S-alil-<:istelna (SAC) v -g I uta mll-S-a liI-e Istelna 

~S'S~ 
Sulfuro dlallllco AJoeno 

Allfna 

Figura 12. Algunos compuestos azufrados solubles en agua (S-metil-cisteína, Salil-l-cistelna y y-glutamil-S-alil..cistelna) y en aceite 

(sutfuro dialilico, ajoeno, al¡ína) que se encuentran en Allium sativum lo Imágenes tomadas de wwwchemistrv,aboul.com 

La presencia de los compuestos azufrados depende en gran medida de la forma de 

obtención de los diferentes preparados de ajo (aceite esencial , macerado en aceite , 

deshidratado pulverizado, EAE y extracto hidroalcohólico) , del grado de madurez del ajo, 

prácticas de producción y cultivo, localización de la planta y condiciones de procesamiento 

(Lawson y cols ., 1998). Así , las propiedades biológicas y las características físicoquímicas 

pueden variar de acuerdo a condiciones de pH, solventes de extracción y el almacenamiento 

(Tabla 2 y 3) (García y cols ., 2006) . 
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TABLA 2. ELABORACiÓN Y EFECTOS BIOLÓGICOS DE LOS PREPARADOS DE AJO. 

PREPARADOS 
PROCESADO CONTENIDO EFECTOS BIOLóGICOS REFERENCIAS 

DE AJO 

Maceración en 0.2-0.5% de aceite Antiséptico intestinal y Block y cOls ., 1985; 

ACEITE ESENCIAL 
solución acuosa esencia l. Presencia pulmonar, diurético, tónico, Yan y cols ., 1992; 

por varias horas y de sulfuros, azufre, antiespasm6dico,cardicr Sumiyoshi y Cols ., 

destilación. vitaminas 81 y 82. tónico y anti-hipertensivo. 
1984; Amagase y 

cols ., 2001 . 

Ajo macerado en Alilna, Afidna, ditilna, No determinado. Amagase y cols .. 
AJO MACERADO EN 

aceite vegetal ajoeno yalil·sulfuros. 2001 ; Corzo y co/s., 

ACEITE 
durante 24 horas. 2007. 

Ajo seco y 1% de alilna. Aficlna Eficaz en el proceso de Lawson y cols .. 1992; 

AJO triturado para y SAC son desIntoxicación por Simons y C0l5., 1995; 

DESHIDRATADO usarlo como prácticamente acetaldehido. Kasuga y c0l5., 2001 ; 

Y PULVERIZADO condimento. indetectables. 
Amagase y cols ., 

2001 . 

Maceración de Alilna, ajoeno, SAC, Cardioprotector, Weinberg y co/s ., 

láminas de ajo en S-metil-L·cistelna, S- antiteratogénico, 1993; Amagase y 

solución propenil·S-dstelna, y- antiagregante plaquetario, coI5., 1993, 2001 ; 

hidroalcohólica glutamil·S-alildstelna, neuroprotector, 
Brunetti y cols ., 2009; 

(15·20% de SAMC, S-metil- antioxidante, aumenta la 
Aguilera y cols., 2010; 

Rahman y cols., 2000; 
EXTRACTO DE AJO etanol) durante 20 mercapto-dstelna, concentración celular de 

Steiner y cols .. 2001). 
ENVEJECIDO (EAE) meses a sulfuros de alilo, Na- glutatión, previene la Amorati y cols .. 2008; 

temperatura ( 1· Deoxi-D-fructos·1· d isminución de la actividad Morihara y cols ., 2011 ; 

ambiente. il)·L·Arginina, de las enzimas Jeong y cols ., 2012; 

tetrahidro-jl· antioxidantes. Inhibe la Alkreathy y cols., 

Carbolinas y transcripción de NF·kB. 2010; Nagatoshi y 

polifenoles. 
cols ., 2001 ; Ichikawa y 

COls ., 2006. 

Maceración de ajo Aliina, ajoeno, SAC, Antioxidante, antiagregante Imai y cols .. 1994; Das 

en solución S·meti l·L·cistelna, S· plaquetario, ant ibacteriano Y cols., 1998; 

EXTRACTO 
hidroalcohólica. El propenil·S-dstelna, y. yantiinflamatorio. Bheakunl y cols .• 

HIDROALCOHOUCO 
tiempo de reposo glutamil·S-alildsteina, 

1971 ; Borek, 2001 . 

DE AJO FRESCO 
va de horas a sulfuros de alilo y 

semanas. polifenoles. 
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TABLA 3. PRINCIPALES COMPUESTOS CON ACTIVIDAD BIOLÓGICA PRESENTES EN 

LOS DIFERENTES PREPARADOS DE AJO. 

AJO AJO EXTRACTO 
ACEITE 

HIDROALCOHOLICO 
ACTIVIDAD 

COMPUESTOS MACERADO DESHIDRATADO EAE REFERENCIAS 
ESENCIAL BlOLOGICA 

EN ACEITE PULVERIZADO DE AJO FRESCO 

Antitrombótico 
Amagase y 

y' y' 
cols .• 2001 ; 

Hipocolesterolemiante 

Anlicancefígeno 
The longwood 

Alicína X Herbal Task X X (0 .002 mg/g] (2 .5-4.5 ~g / g] Antibacteriano 
Force; linus 

Antiagregante 
Pauling 

plaquetario 
Institule. 

Soto y C0l5 ., 

y' 
2007; 

y' y' y' y' Amagase y 
Antitromból.ico 

Aliin. (0.034 Hipocolesterolemiante 
cols., 2001; 

(1 .34 mg/g] (0.56 mg/g] (1 -2 .5 mg/g( (6-14 mg/g ] 
lawson y cols ., mg/g] Anticancerigeno 

2005; Linus 

Pauling 

Institute. 

y' 
y' 

Soto y C0l5., 
Antiagregante 

2007; 

Ajoeno (0.168 y" y" y" plaquetario 
Amagase y (0.232 mg/g l 

mg/g( Hipocolesterolemiante 
COls., 2001 ; 

Anticancerlgeno 
Borek, 2001 . 

S-metil -L· 
y" y" Antioxidante Amagase y 

X X y" 
Antimicrobiano COIS ., 2001; 

cisteína 
Hipocolesterolemiante Borek. 2001 . 

y' Anticancerigeno 

y' 
Antioxidante 

S-alil-l· 
(1 .81 y" Antihepatot6xico 

The longwood 

cisteína X X mg/g] 
Hemal T ask 

(0.0002 mg/g( Cardioprotector 
Force; Lawson 

(SAC) Hipocolesterolemiante 
y cols .• 2005; 

Neuroprotector 

Antiínflamatorio 

y' Antimicrobiano Amagase y 
S-propenil -S- y" y" 

C015., 2001; 
X X Antifúngico 

Cisteína (0.76 Hipocolesterolem fante Lawson y cols .• 
mg/g] 

Antioxidante 2005. 
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v' 
v' 

v' linus Paullng 

y-glutamil-S-
X X [2.3 Institute; 

[1 .0 mglg] [2-6 mglg] Hipocolesterolemiante 
alilcisteína mg/g] lawson y cols ., 

2005. 

S-alil-

mercapto- Amagase y 

cisteína X X X v" X Antioxidante col • . , 2001 ; 

Borek, 2001. 

(SAMC) 

S-metil -

mercapto- X X X v" 
X Antioxidante 

cisteina 
Borek,2001. 

v" v" 
v' 

Sulfuros de v' v" Antitromboticos Amagase y 

[1.20 mg/g) Hipocolesterolemiante cols .. 2001 ; 
alilo 

[1 .1 mg/g] Alixina Anticancerigenos Borek, 2001 . 

Na-(1-Deoxi-

D-fructos-1 - X X X v" X Antioxidante 
Ryu y cols .. 

2001 . 
il)-L-Arginina 

Derivados de v' 

tetrahldro-p- (0.40 Ichikawa y 

X X X mg/g) X Antioxidantes cols ., 2006. 
Carbolinas 

v" v" 
Soto y eols., 

Polifenoles • • v" Antioxidantes 2007; Garcla y 

col • . , 2006. 

v" v" v" 
Soto y eols ., 

Flavonoides • • Antioxidantes 2007; Garcla y 

cols ., 2006. 

Presencia del compuesto (..¡') ; concentración [mgIg de ajo}; ausencia del compuesto (X); presencia del compuesto pero no se sabe su 

concentración (v"*) ; no existe información sobre su presencia o ausencia (.). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El EAE ha sido comercializado y utilizado para la prevención de diversas 

enfermedades cardiovasculares , en la reducción del nivel de homocisteina, colesterol y 

triglicéridos (McRae, 2005). Dichas propiedades se le atribuyen al largo proceso de 

añejamiento (de hasta 20 meses) donde los componentes químicos presentes en el ajo 

fresco se transforman dando origen a compuestos diferentes con gran poder antioxidante 

(Imai y cols., 1994; Ide y cols ., 1998). A nivel experimental se ha demostrado que el EAE es 

capaz de disminuir el daño cerebral isquémico (Numagami y cols ., 1995; Borek, 2001 ; 

Aguilera y cols., 2010) y aunque se desconoce el mecanismo de acción del extracto, se ha 

sugerido que su efecto neuroprotector se debe a la presencia de compuestos azufrados 

resultantes del proceso de añejamiento como la SAC (Borek, 2001 ; Aguilera y cols., 2010) . 

Sin embargo, diversos extractos de ajo fresco y aceites comerciales de ajo también poseen 

propiedades antioxidantes involucradas en la neuroprotección (Saleem y cols ., 2006) . Debido 

a ello, fue de nuestro interés comparar el efecto protector del extracto de ajo envejecido, con 

los extractos hidroalcohólicos de endocarpo y exocarpo de ajo fresco , en el modelo de OACM 

en rata , para determinar su potencial terapéutico en la ICT. También , determinamos el efecto 

que ejercieron los tres extractos de ajo, en el nivel de expresión de diversos genes (NR1 , 

NR2-B, GCLC y PAI-1) involucrados en la respuesta adaptativa ante el ictus isquémico. Cabe 

mencionar que la información obtenida mediante está investigación científica permitirá el 

desarrollo de neurofármacos de origen natural, para su uso en la prevención y control de la 

ICT en el futuro. 

5. HIPÓTESIS. 

Debido a la similitud en la composición química del EAE y de los extractos 

hidroalcohólicos de material fresco de diente y cáscara de Allium sativum L., ambos mostrarán 

actividad neuroprotectora contra la ICT en rata . 
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6. OBJETIVO GENERAL. 

Determinar el potencial neuroprotector de los extractos y fracciones obtenidos de 

material fresco de Allium sativum L. en la ICT en rata y compararlos con el efecto del EAE. 

6.1. Objetivos particulares. 

1. Obtención de extractos hidroalcohólicos a partir de material fresco del endocarpo y 

del exocarpo de Allium sativum L. 

2. Determinar el efecto neuroprotector de los extractos obtenidos en un modelo de ICT 

en ratas Wistar. 

3. Comparar el efecto neuroprotector de los dos extractos hidroalcohólicos de material 

fresco de Allium sativum L. con el efecto observado para el EAE. 

4. Realizar el fraccionamiento del extracto con presunta actividad biológica 

neuroprotectora . 

5. Determinar la actividad biológica de cada extracto y de las fracciones obtenidas . 

7. MATERIALES Y MÉTODOS. 

7.1. Material Vegetal. 

El material vegetal (bulbo de Allium sativum L.) utilizado en este estudio fue adquirido en 

la tienda de autoservicio Soriana-Parque Delta de origen Mexicano proveniente del estado de 
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Sonora. La identificación botánica fue elaborada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras y un 

ejemplar de referencia se depositó en el herbario IMSSM del Instituto Mexicano del Seguro 

social. 

7.2. Animales. 

Se utilizaron ratas Wistar macho adultos de 280-350g de peso corporal. Los animales se 

mantuvieron en jaulas de acrílico, a temperatura ambiente y con ciclos de 12 h luz/obscuridad. 

Se les proporcionó libre acceso al alimento (LAB DIET). Este alimento es exclusivo para 

roedores de laboratorio en etapa de mantenimiento, libre de drogas, antibióticos y estrógenos 

sintéticos, con formulación y nutrición constante lo que elimina las variables nutricionales 

(norma de calidad ISO-9001 :2000). El agua que se les proporcionó fue ozonificada y ad 

Iibitum. Durante el procedimiento experimental se siguieron las reglas de uso y manejo de 

animales establecido en la Norma Oficial Mexicana para la Producción , Cuidado y Uso de los 

Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y a los principios éticos para las 

investigaciones médicas descritos por Helsinki (Asociación Médica Mundial). 

7.3. Preparación de los extractos vegetales del bulbo de Allium sativum L. 

Los extractos hidroalcohólicos de ASD y de ASC de AI/ium sativum L. se prepararon a 

partir de 260 g de material vegetal. Se sometieron a maceración por separado 229 g de 

material fresco de endocarpo en láminas delgadas y 31.4 g de exocarpo en fragmentos 

pequeños que fueron sumergidos en 500 mL de etanol acuoso al 20% a temperatura 

ambiente durante 7 días por dos ocasiones. Transcurrido el tiempo de maceración, se realizó 

la filtración de los extractos que fueron concentrados con ayuda de un rota evaporador hasta 

sequedad y peso constante para ambos extractos. Obteniendo 51 .6 g de ASD y 1.5 g ASC. 
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7.4. Grupos experimentales. 

Grupo control: ratas con administración intraperitoneal de 500 ~I de etanol al 20% 

(vehículo). 2 h después de la administración, los animales fueron sacrificados; Grupo con 

isquemia y reperfusión (I/R): ratas sometidas a 2 h de isquemia por OACM y 2 h de 

reperfusión . Al inicio de la reperfusión, se les inyectó por vía intraperitoneal (i .p.) 500 ~I de 

etanol al 20% y las ratas fueron sacrificadas después de 2 h; Grupo con isquemia y 

reperfusión (I/R) + tratamiento (ASD, ASC, EAE, F1 F2 Y F3): ratas sometidas a 2 h de 

OACM y 2 h de reperfusión. Al inicio de la reperfusión, se les administró por via i.p. los 

extractos correspondientes. 

7.5. Administración de los compuestos. 

Los extractos y fracciones se administraron por vía i.p. al inicio de la reperfusión, 2 h 

después los animales fueron sacrificados. Los extractos ASO, ASC y EAE se administraron a 

una dosis de 360 mg/kg en 500 ~I de etanol al 20% como vehículo. Las tres fracciones (F1 , F2 

Y F3) obtenidas a partir del fraccionamiento de ASO se administraron a una dosis de 120 

mg/Kg en 500 ~I de etanol al 20%. 

7.6. Inducción de la ICT. 

La inducción de la ICT se llevó a cabo mediante la técnica del filamento intraluminal 

descrito por Zea Longa y cols. , 1989 (Figura 14). Los animales se anestesiaron en una 

cámara de isoflurano al 2%. Enseguida, la bifurcación de la carótida cervical izquierda fue 

expuesta a través de una incisión en el cuello del animal. Posteriormente, un monofilamento 

de nylon 3/0 se introdujo a través de la arteria carótida proximal externa hasta el interior de la 

arteria carótida (aproximadamente 17 mm). En este punto, el filamento indujo la OACM. 

Después de 2 h de obstrucción , los animales fueron anestesiados y se les administró los 

extractos por vía intraperitoneal. A continuación, el filamento se retiró cuidadosamente para 
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permitir la reperfusión sanguínea. Las ratas se sacrificaron después de 2 h de reperfusión 

conforme a las técnicas empleadas en los análisis posteriores. 

La OACM fue realizada por la Dra. Alma Ortíz Plata , investigadora del laboratorio de 

Neuropatolgía Experimental del Instítuto Nacional de Neurología y Neurocirugía "Manuel 

Velasco Suárez". 
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Figura 14. Anatamia vascular de la zona ventral derecha del cuello y de la base del encéfalo de la rata . mostrando la secuencia quirúrgica 

para la introducción de la sutura intraluminal. la linea discontinua de/imita el campo quirúrgico. 1· Arteria basilar (AB); arteria carótida 

común (ACe); arteria carótida externa (AC E); arteria carótida interna (ACI); arteria cerebral media (ACM); arteria occipital (AO); arteria 

pteriogopalatina (APP); arteria tiroidea superior (ATS); poligono de Willis (P\!V) . 2· Termocoagulaci6n y sección de las ramas de la ACE; 

ligadura y sección de la ACE; colocación de clips microvasculares para impedir el aporte sanguíneo y realización de una incisión (incisión) en 

la ACE. 3- Retirada de los clips microvasculares e Introducción de la sutura de nilón con la cabeza redondeada hasta la base de la ACM en 

el polígono de Willis . Imagen modificada de (Pérez y cols., 2005). 
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7.7. Pruebas conductuales para la determinación del déficit neurológico. 

Previo a la re perfusión (al término de 2 h de la OACM) se realizó un test para evaluar el 

estado neurológico de las ratas mediante dos pruebas conductuales: 1) Flexión de la pata 

contralateral a la lesión: las ratas fueron suspendidas por la base de la cola . Se observó la 

flexión de la extremidad delantera contralateral a la lesión (Hunter y cols. , 2000) Y 2) Conducta 

de giro: las ratas fueron sostenidas por la base de la cola, permitiéndoles moverse libremente 

al apoyar las patas delanteras. Los animales con lesión giraron en sentido contralateral a la 

lesión (Menzies y cols ., 1992; Hunter y cols., 2000) . Las ratas con OACM fueron evaluadas 

durante 30 segundos , se contó la cantidad de giros dados en el sentido de las manecillas del 

reloj y se consideró presencia de daño cerebral cuando realizaron más de 5 giros. De acuerdo 

con este test, los animales con déficit neurológico fueron aquellos que salieron positivos a 

ambas pruebas. 

7.8. Inclusión en frio de los tejidos cerebrales. 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (Sedal phorte) a una dosis de 

63 mg/kg de peso corporal por vía intraperitoneal y perfundidos a través del ventrículo 

derecho del corazón con 100 mL de solución salina conteniendo 0.5% de heparina (5 000 

U/mL). Posteriormente , los animales se perfundieron con 100 mL de paraformaldehido a14% 

(p/v) en amortiguador de fosfatos (PBS) (NaCI , 137mM; KCI , 2.7mM; NaHPO, 10mM; KH 2PO, 

2mM, pH 7.4) a temperatura ambiente. Los cerebros fueron disecados y se post-fijaron en 

paraformaldehido al 2% (p/v) durante 24 h a 4°C. 

Los cerebros fijados se sometieron a soluciones crioprotectoras de sacarosa en PBS 

(10%, 20% Y 30% p/v) a temperatura ambiente. Cada cerebro fue sumergido con 50 mL de la 

solución de sacarosa al 10% hasta alcanzar el equilibrio (momento en que se hundió en el 

fondo del recipiente) . Lo mismo se realizó para cada uno de las siguientes soluciones. En 

seguida, los cerebros fueron incluidos (coordenada interaural 9.36 mm y Bregma 0.36 mm) en 

frío por congelación empleando Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature (OCT) y se 
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colocaron en el ultracongelador durante 24 h. Posteriormente se realizaron cortes coronales y 

seriales de 10 ¡.Jm de la parte frontal de cada cerebro incluido mediante el empleo de un 

criostato (Microm HM 520). Dichos cortes se montaron en portaobjetos de xilano recubiertos 

con gelatina al 5% (p/v) en H20 . 

7.9. Inmunofluorescencia. 

Los cortes coronales de cerebro fueron bloqueados y permeabilizados. incubándolos 

durante 45 min a temperatura ambiente con 50 ¡.JL de albúmina de suero de bobino (BSA) al 

3% (p/v) en PBS con tween 20 al 0.5% (plv) . Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados 

de 5 min cada uno por sumersión en PBS (solución de lavado) . Después, cada tejido se 

incubó con 50 ¡.JL de la solución de BSA al 3%+ anticuerpo primario que reconoce a la 

proteína nuclear neuronal específica en los vertebrados NeuN (anti-NeuN monoclonal de ratón 

5 ¡.Jg/mL, Chemicon /nternationa/; MAB-357) diluido en BSA al 3% (plv) en PBS y mantenido 

en obscuridad , durante 24 h a 4°C y en cámara húmeda. Posteriormente, las preparaciones 

se lavaron 3 veces y enseguida se incubaron con 50 ¡.JL del anticuerpo secundario conjugado 

con un fluoróforo (anti-lgG de ratón DyLight-488, 3 ¡.Jg/ml ; Jackson /mnunoResearch ; MAB-

715-485-150) en BSA al 3% (p/v) en PBS, durante 90 min en una cámara húmeda, en 

obscuridad y a temperatura ambiente. A continuación , las laminillas fueron lavadas por 

inmersión en 50 mL de PBS en 3 ocasiones. 

Para la identificación de núcleos, a cada tejido se le incubó con 50 ¡.JI de 6-diamino-2-

fenilindol (DAPI) , (10 ¡.Jg/mL de DAPI en PBS) e inmediatamente se incubaron durante 10 min, 

en obscuridad a temperatura ambiente. Después, las preparaciones fueron lavadas 2 veces 

en PBS. Finalmente, para el montaje de las laminillas se uti lizaron 50 ¡.JL de glicerol al 10% 

(v/v) en PBS (Técnica modificada de Liu y cols., 2009) . 

Los cerebros se evaluaron empleando un microscopio de epifluorescencia Leica IM1000 

versión 1.20 conectado a una cámara Leica DFC-300FX y usando el objetivo de 40x. Se 

adquirieron 20 imágenes seriadas (campos) en 2 canales del fi ltro de emisión del 
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microscopio; 500-520 nm (verde); para la identificación de NeuN y 422-430 nm (azul); para 

identificación de DAPI en dos regiones del cerebro; a) región anterior de la corteza 

somatosensorial primaria y b) corteza somatosensorial secundaria y cuerpo estriado, de 

ambos hemisferios (contra lateral e ipsi lateral a la lesión) (Figura 15-A). 

Las imágenes fueron adquiridas usando el mismo tiempo de exposición con el software 

LEICA IM1000. La composición seriada de las 20 imágenes y el empalme de los dos canales 

que corresponden al filtro verde y azul de emisión de la fluorescencia , se elaboró usando el 

programa Adobe Photoshop cs5 (Figura 15-8). Para determinar que células eran positivas 

para la marca de NeuN y DAPI , se realizó el preprocesamiento de las composiciones de las 

imágenes empleando el programa Image J. La etapa de preprocesamiento consistió en la 

substracción del sombrado y del fondo para eliminar el ruido de la imagen y la segmentación 

por intensidades de cada pixel , lo que permitió la generación de dos máscaras en escala de 

grises; una correspondiente al canal verde (marca que pertenece a la presencia de la proteína 

NeuN en las neuronas) y otra al canal azul (marca nuclear realizada con DAPI) . Después de 

designar los valores en pixeles que corresponden a la marca , se procedió a hacer el conteo 

de núcleos y neuronas mediante selección automática (en regiones de la imagen donde las 

marcas estaban traslapadas se procedió a hacer el conteo de manera manual) . El número de 

neuronas positivas a NeuN fue normalizado entre el número de núcleos marcados y 

multiplicado por 100. 

A 
VISTA LATERAL DEL CEREBRO DE RATA 

ZONA EVALUADA. 

CORTEZA 
CEREBELO 

BULBO OLFATORIO 
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B 
REGiÓN ANTERIOR DE LA CORTEZA 

SOMATOSENSORIAL PRIMARIA 

I 

CONTRALATERAL 

a) 

IPSILATERAL 

b) r' -- CORTEZA ---------'--+---'--------- SOMATOSENSORIAL 
SECUNDARIA 

CUERPO~ 
ESTRIADO 

Interaural 9.72 mm 

, 
( 

Bregma 0.72 mm 

Figura 15. Esquematizaci6n del cerebro de rala . A) Vista lateral del cerebro de rata donde se senala en rojo la región donde se realizaron Jos 

cortes coronales para la evaluación del efecto neuroprotector de los tres extractos. B) Corte coronal de cerebro de rata (coordenada 

¡nteraural 9.72 mm y Bregma 0.72 mm) que muestra las zonas de captura de 20 imagenes seriadas; a) región anterior de la corteza 

somatosensorial primaria y b) corteza somatosensorial secundaria incluyendo el cuerpo estriado. Imagen modifICada y tomada de Rat Brain 

Alias , Elseiver 2004. 

7.10. Fraccionamiento mediante cromatografía en columna abierta. 

La cromatografía en columna abierta se realizó sobre 150 g de gel de sílice, Kieselgel 

60 Merk (tamaño de partícula 0.063-0.200 mm) a la que se le agregó una mezcla de 20 g de 

gel de sílice con 10 g del extracto de ASO. Como resultado de este proceso se obtuvieron 45 

fracciones secundarias de 30 mL c/u que fueron analizadas mediante cromatografía en capa 

fina preparativa (CCF); para ello se util izó placas de aluminio recubiertas con gel de sílice (20 

x 20 cm, Silica gel 60 F254, Merck) y eluyente compuesto por etanol , acetona yagua 
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(proporción 3:3:1 respectivamente) . Para el revelado de la placa se empleó una disolución 

elaborada con ninhidrina al 0.3% (plv) en etanol/ácido acético al 3% (v/v) (útil para la 

determinación de la presencia de aminoácidos) . De acuerdo con su similitud cromatográfica , 

las 45 fracciones secundarias se agruparon en 3 fracciones primarias (F 1 /F3) que fueron 

almacenadas a 4° C. 

7.11. Extracción y cuantificación del ARN total. 

En todo el procedimiento se utilizó material nuevo y libre de RNasas. El ARN total se 

extrajo de la corteza frontoparietal del cerebro (50 mg de tejido) en 1 mL de reactivo Tripure 

(Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se añadieron 200 ~L 

cloroformo y la mezcla se mantuvo durante 15 min a temperatura ambiente . Después, se 

centrifugó a 12,000xg durante 15 min a 4° C. Se tomó la fase superior (que contiene el ARN), 

se agregaron 0.5 mL de isopropanol y se incubó a temperatura ambiente por 15 mino La 

muestra se centrifugó nuevamente a 12,000xg durante 10 min a 4° C. Se descartó el 

sobrenadante y la pastilla se lavó con 1 mL de etanol 75% (v/v) en agua tratada con el 

inhibidor de RNasas dietilpolicarbonato (DEPC). Posteriormente, la pastilla con etanol se 

centrifugó a 7500xg durante 5 min a 4° C. Se decantó el sobrenadante y la pastilla se dejó 

secar durante 10 mino Ulteriormente, la pastilla se resuspendió con 50 ~L de agua DEPC. El 

ARN total se cuantificó mediante la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 260 

nm en un espectrofotómetro (Beckman Du 530) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 mL. 

7.12. Transcripción Reversa. 

Se sintetizó ADN complementario (ADNc) a partir de 5 ~g de ARN total empleando 2.5 

~M de hexámeros al azar, amortiguador de reacción (25 mM de Tris-HCI pH 8.3, 75 mM de 

KCI y 3nM de MgCI2), 1 mM de dNTPs, 20 U de ARNsin y 200 U de transcriptasa reversa M­

MLV-RT. La reacción se incubó durante 1 hora a 37° C. El ADNc se almacenó en congelación 

a-20° C hasta su uso. 
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7.13. PCR en tiempo real. 

La cuantificación de ARNm se realizó por PCR en tiempo real utilizando ensayos 

prediseñados que contienen oligonucleótidos sentido y antisentido y una sonda TaqMan MGB 

6-FAM específicos (Applied Biosystems) . Se cuantificó la expresión de los siguientes ARNm: 

GCLC (Rn00563101 m1), NR-1 (Rn01436035 m1) , NR2-B (Rn00680480 m1) y (PAI-1, 

inhibidor del activador de plasminógeno-1) (Rn01481341 m1) . Como control interno del 

ensayo se utilizó al ARN ribosomal de la subunidad 18S (sonda TaqMan VIC) . Todas las 

reacciones de PCR se realizaron por triplicado y se incluyó un control negativo sin AONc. Las 

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

95° C y 40 ciclos de: 15 segundos a 92° C y 1 minuto a 60° C. En este procedimiento se 

utilizó un termociclador 7500 Real Time PCR System de Applied Biosystems. El análisis de los 

datos se realizó utilizando el método comparativo Ll.CT (Livak y cols ., 2001). 

7.14. Análisis estadístico. 

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una vía seguido por la prueba 

post-hoc de Tukey, usando el software GraphPad Prism versión 4.02. 

8. RESULTADOS Y DISCUSiÓN. 

8.1. RENDIMIENTO Y CARACTERíSTICAS FíSICAS DE LOS EXTRACTOS VEGETALES 

DEL BULBO DE Allium sativum L. 

Por extracción hidroalcohólica se obtuvieron 21 9 de ASO por cada 100 g de material 

fresco de endocarpo y 3 g por cada 100 g de material fresco de exocarpo. Tanto ASO como 

ASC son de color café, con consistencia viscosa y olor característico a ajo. 
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8.2. INMUNOFLUORESCENCIA; INMUNOREACTIVIDAD POSITIVA PARA NeuN. 

En diversos trabajos experimentales se ha demostrado que tras el ictus isquémico, las 

neuronas que han sobrevivido a la hipoxia, son capaces de expresar la proteína neuronal 

específica NeuN. El anticuerpo contra la porteína NeuN ha sido ampliamente utilizado como 

un marcador específico para neuronas en modelos experimentales de isquemia y una 

disminución en la inmunorreactividad de esta proteína se asocia con la lesión y muerte 

neuronal (Wolf y cols ., 1996; Preusser y cols ., 2007; Liu y cols ., 2009) . Por lo tanto, tomando 

en cuenta lo anterior, decidimos utilizar la expresión de la proteína NeuN para determinar el 

efecto de la ICT y la actividad neuroprotectora de los extractos frescos y del envejecido de ajo 

(ASO, ASC y EAE) , en cortes coronales de cerebro de ratas, en dos regiones; 1) en la región 

anterior de la corteza somatosensorial primaria y 2) en la corteza somatosensorial secundaria . 

A nivel de la región anterior de la corteza somatosensorial primaria, se observó 

inmunorreactividad para NeuN tanto del lado ipsilateral (Figura 16) como del lado 

contralateral a la lesión (Figura 17). En el caso del lado ipsilateral a la lesión, se demostró que 

la imnunorreactividad para NeuN fue similar tanto en el grupo CT como en los grupos tratados 

con los extractos de ajo. Es decir, la imnunorreactividad para NeuN es intensa y homogénea 

en el núcleo de las neuronas y un poco menos intensa en el citoplasma pero igualmente 

homogénea. Las imágenes con fluorescencia en azul , que corresponden a la tinción con OAPI 

para identificar núcleos celulares se empalmaron con las de NeuN (MERGE) y al realizar la 

comparación entre ellas, se observa que la señal de NeuN esta asociada a células (Figura 

16). 

Por otro lado, al realizar el conteo de neuronas positivas a NeuN en la región anterior de la 

corteza somatosensorial primaria , en el lado ipsilateral a la lesión se obtuvieron los siguientes 

porcentajes: CT, (77.50±12.24); I/R, (84.33±9.33); I/R+EAE, (77.17±10.46); I/R+ASO, 

(87.67±2.58) e I/R+ASC, (89.67±6.77) (Figura 20-A) . Al comparar estos valores, se observó 

que no hay diferencia significativa, es decir; que el porcentaje de células positivas a NeuN es 

similar en todos los grupos, lo que demuestra que a nivel de la región anterior de la corteza 

somatosensorial primaria , la lesión generada durante 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión no 
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es lo suficientemente grande como para abarcar esta zona cerebral. Esto resultados 

coinciden con diversos estudios donde se ha demostrado que durante 1.5-2 h de isquemia y 

2-6 h de re perfusión (Zea-Longa y cols ., 1989; Liu y cols., 2009; Aguilera y cols ., 2010), las 

zonas infartadas son ; el cuerpo estriado que es visible como un núcleo isquémico denso cuyo 

volumen se extiende hacia la parte proximal de la corteza incluyendo el labio superior de la 

corteza somatosensorial primaria, corteza somatosensorial secundaria y la región granular 

insular proximal sin llegar a la región anterior de la corteza somatosensorial primaria. Es por 

ello, que en esta región a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión no se observo un efecto 

generado por la ICT ni el etecto neuroprotector de los extractos. 

Así mismo, en la regíón anterior de la corteza somatosensorial primaria , en el lado 

contralateral a la lesión (hemisferio no isquémico) no se observó disminución en la 

imnunorreactividad a NeuN en el grupo de ratas sometido a la OACM (I/R) ni en ningún grupo 

tratado con los extractos de ajo como se esperaba (Figura 17). Comparando los resultados, 

de los porcentajes obtenidos en el conteo de neuronas; CT, (82.33±7.27) ; IIR, (77.67±6.94) ; 

I/R+EAE, (81 .17±6.23) ; I/R+ASO, (83.00±5.00) e I/R+ASC, (84.45±7.30) (Figura 20-B) , es 

evidente que el grupo control (CT) es similar al grupo IIR y a los grupos tratados con ASO, 

ASC y EAE. Entonces, en nuestro modelo experimental , el ietus generado a 2 h de isquemial 

2 h de reperfusión aparentemente no generó muerte neuronal en el hemisferio contralateral a 

la lesión. Es importante mencionar que con la técnica empleada en este trabajo, es dificil 

afirmar que no hubo una alteración neuronal inducida por el ietus en el lado contralateral. De 

hecho, existen evidencias que demuestran que después de una lesión isquémica focal 

experimental ocurren adaptaciones morfofuncionales y moleculares en la corteza 

contralateral , debido a que existe una estrecha relación y una amplia conectividad entre las 

células cerebrales. Estas adaptaciones involucran hiperexcitabilidad, cambios en la 

conformación de las espinas dendríticas y sobre-regulación en la expresión de varios genes, 

la mayoría de ellos asociados con plasticidad, señalización neuronal y factores de crecimíento 

(Angeleri y cols., 1993; Arango-Oávila y cols., 2004; Medina y cols., 2008) . Sin embargo, al 

parecer estas alteraciones no son evidentes al evaluar la muerte neuronal con NeuN. 
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Por otro lado, en la corteza somatosensorial secundaria, del lado ipsilateral a la lesión, la 

inmunorectividad positiva a NeuN mostró menor número de células marcadas para el grupo 

I/R que el resto de los tratamientos (Figura 19). En el conteo de neuronas positivas a NeuN 

se observaron los siguientes valores: CT, (67.55±3.79) ; I/R, (27.65±15.39); I/R+EAE, 

(44.98±7.04); I/R+ASD, (45 .38±7.60) e I/R+ASC, (50.08±3.95) (Figura 21-A). Estos resultados 

muestran que la lesión cerebral inducida a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión (grupo I/R) 

disminuye la cantidad de neuronas viables de manera significativa (P<0.05) . Esta disminución 

en el número de neuronas positivas a NeuN fue prevenida en los grupos tratados con ASD, 

ASC y EAE. Sin embargo, es necesario realizar otros ensayos experimentales (como la 

evaluación de la expresión de la proteina NeuN en tiempos prolongados de isquemial 

reperfusión) para determinar si el efecto neuroprotector es parcial o permanente, ya que 

existen evidencias de que el EAE posee un efecto transitorio que posterga el daño neuronal 

en las primeras horas de reperfusión (Aguilera y cols ., 2010). 

En la corteza somatosensorial secundaria del lado contralateral a la lesión, la 

inmunoreactividad para NeuN en los grupos CT, I/R+ASD, I/R+ASC e I/R+EAE, se observó 

que la fluorescencia fue intensa y homogénea en el núcleo, sin embargo en el grupo I/R se 

encontró que la intensidad de la fluorescencia en el núcleo está disminuida y fragmentada; y 

en el citoplasma se encuentra aumentada con respecto al núcleo (Figura 19). En general, 

aunque la pérdida de marcaje con NeuN se considera como una evidencia de muerte 

neuronal, esta también puede ser resultado de la disminución en la presencia de la proteína o 

la perdida de antigenicidad (particularidad del antígeno que hace que éste sea reconocido por 

un determinado anticuerpo) y no precisamente provocada por la muerte neuronal (Unal­

Cevik y cols ., 2004) . Debido a ello, la disminución de la fluorescencia observada en el grupo 

I/R en la corteza somatosensorial secundaria en el lado contralateral a la lesión , puede ser el 

resultado de perturbaciones metabólicas y no de pérdida neuronal (Lind y cols ., 2005; Swartz 

y cols. , 2006). Algunos autores afirman que la pérdida de inmunoreactividad es un evento 

transitorio, que refleja sólo un cambio en el estado de fosforilación de la proteína NeuN y por 

tanto el proceso podrla ser reversible (Lind y cols ., 2005). También , se ha demostrado 

mediante un modelo de toxcicidad con órganofosforados en ratones que la pérdida de la 

inmunoreactividad de NeuN se puede correlacionar con muerte celular si se evalúa en 
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tiempos prolongados de sobrevivencia (72 h posterior al ictus) (Collombet y cols., 2006). 

Tomando en cuenta esta premisa, es necesario realizar más ensayos en donde se postergen 

los tiempos de reperfusión (6, 12, 24 Y 72 h) para poder afirmar que la perdida de 

inmunorreactividad a NeuN no representa muerte neuronal en la corteza somatosensorial 

secundaria en el lado contralateral a la lesión. 

Con respecto al conteo de neuronas en la corteza somatosensorial secundaria, del lado 

contralateral a la lesión, los porcentajes muestran que no existe diferencia significativa entre 

ningún grupo; CT, (78.88±6.12); IIR, (69.83±5.21 ); I/R+EAE, (72 .33±8.05); I/R+ASO, 

(76.67±10.27) e I/R+ASC, (71 .01±6.21 ) (Figura 21-8) . Este dato sustenta que en el lado 

cotralateral a la lesión no existe muerte neuronal en el grupo IIR, y que el fenómeno 

observado de la disminución en la imnunorreactividad a NeuN , puede deberse a la pérdida de 

antigenicidad ocasionada por alteraciones metabolicas transitorias inducidas por la OACM. 

8.3. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO. 

Oe la separación de 10 g de ASO mediante columna abierta se obtuvieron 45 fracciones 

secundarias de 30 mL cada una. Aquellas que presentaron características cromatográficas 

similares se juntaron, dando como resultado 3 fracciones primarias identificadas como F1 -F3 

(Figura 22). En los primeros tres carriles (de izquierda a derecha) , las flechas muestran la 

posición de los tres compuestos separados que presentan carácter aminoácido (siendo el más 

polar el que se encuentra en la primera posición, seguido del compuesto presente en F2 y F3 

el menos polar) . En el cuarto carril se observa el perfil de separación cromatográfico del 

extracto total de ASO, donde se perciben las huellas correspondientes de las tres facciones 

obtenidas. Es importante mencionar que las cromatoplacas obtenidas en todo el proceso de 

separación fueron sometidas a observación con radiación UV para la identificación de 

compuestos fluorescentes pero no se detectó ningún compuesto con está caracteristica. 
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Figura 16. Región anterior de la corteza somatosensorial primaria (lado ipsilateral ). l indón nuclear neuronal con NeuN de cortes 

coronales de cerebros procedentes de ratas sin isquemia (el) , sometidas a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión (IIR) y ratas con 2h 

isquemia! 2h reperfusi6n tratadas con: I/R+ ASO; extracto de endocarpo, IfR+ASC; extracto de exocarpo, IIR+EAE; extracto de ajo 

envejecido. DAPl aparece como inmunoreactividad azul, mientras que el marcador celular de neuronas (NeuN) aparece en verde. Las 

imágenes clasifICadas en MERGE corresponden al empalme de los dos marcajes realizados (DAPI y NeuN). Escala 50 ~m . 
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Figura 17. Región anterior de la corteza somatosensorial primaria (lado contra lateral). Tinelón nuclear neuronal con NeuN de cortes 

coronales de cerebros procedentes de ratas sin isquemia (CT), sometidas a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusi6n (IIR) y ratas con 2h 

isquemiaJ 2h reperfusión tratadas con: I/R+ ASO; extracto de endocarpo, I/R+ASC; extracto de exocarpo, I/R+EAE; extracto de ajo 

envejecido. DAPI aparece como inmunoreactividad azul , mientras que el marcador celular de neuronas (NeuN) aparece en verde. Las 

imágenes clasifICadas en MERGE corresponden al empalme de los dos marcajes realizados (DAPI y NeuN). Escala 50 IJm. 
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Figura 18. Región de la corteza somatosensorial secundaria y cuerpo estriado (lado Ipsilateral).Tinción con NeuN de cortes coronales 

de cerebros de ratas sin isquemia (CT), sometidas a 2 h isquemia/2 h reperfusión (IIR) y ratas con 2h isquemia! 2h reperfusión tratadas con: 

I/R+ASD; extracto de endocarpo, I/R+ASC; extracto de exocarpo, I/R+EAE; extracto de ajo envejecido. DAPI aparece como 

inmunoreactividad azul. mientras que el marcador celular de neuronas (NeuN) aparece en verde. MERGE corresponde al empalme de los 

dos marcajes realizados (DAPI y NeuN). Escala 50 IJm. 
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Figura 19. Reglón de la corteza somatosensorial secundaria y cuerpo estriado (contralateral).Tinción con NeuN de cortes coronales de 

cerebros de ratas sin isquemia (eT), sometidas a 2 h isquemia! 2 h repertusión (I/R) y ratas con 2h isquemiaJ 2h reperlusión tratadas con: 

IIR+ASD; extracto de endocarpo, IfR+ASC; extracto de exocarpo, I/R+EAE; extracto de ajo envejecido. DAPI aparece como 

inmunoreactividad azul , mientras que el marcador celular de neuronas (NeuN) aparece en verde. MERGE corresponde al empalme de los 

dos marcajes realizados (DAPI y NeuN). Escala 50 ~m . 
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TRATAMIENTOS 

CONTRALATERAL 

Número de neuronas positivas a NeuN B 
en la región anterior de la corteza 
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Figura 20. Cuantificación del número de neuronas positivas a NeuN en la regl6n anterior de la corteza somatosensorlal primaria . 

Numero de neuronas positivas a NeuN normalizadas entre el numero de núcleos positivos a DAPI de cortes coronales de cerebro d e ratas sin 

isquemia (eT), sometidas a 2 h isquemia! 2 h reperfusión (IIR) y ratas con 2h isquemia/2h repertusión con tratamientos IIR+ ASO; extracto 

de endocarpo, VA+ ASe; extracto de exocarpo, IIR+ EAE; extracto de ajo envejecido. A) Porcentaje de neuronas positivas a NeuN/DAPI en 

en el lado ipsilateral a la lesión, B) Porcentaje de neuronas positivas a NeuNIDAPI en el lado contralateral a la lesión. Las barras muestran 

la media ± desviación estándar (ANOVA de una vra, post prueba de Tukey, sin diferencia estadlstica para P<O.05 con respecto al CT). 
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Figura 21. Cuanttflcaclón del número de neuronas positivas a NeuN en la región de la corteza somatosensorlal secundaria . Número 

de neuronas positivas a NeuN normalizadas entre el número de núcleos positivos a DAPI de cortes coronales de cerebro de ratas sin 

isquemia (eT), sometidas a 2 h isquemia! 2 h reperfusi6n (IIR) y ratas con 2h isquemia! 2h repenusión con tratamientos VR+ ASO; extracto 

de endocarpo, 1IR+ ASe; extracto de exocarpo, IIR+ EAE; extracto de ajo envejecido. A) Porcentaje de neuronas positivas a NeuN/DAPI en 

el lado ipsilateral de la lesión, B) Porcentaje de neuronas positivas a NeuN/DAPi en el lado contralateral a la lesión. las barras muestran la 

media :t desviación estándar (ANOVA de una vra , post prueba de Tukey, los asteriscos muestran los grupos con diferencia estadistica de 

P<O.05 con respecto al CT). 
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Figura 22 . Cromatografia en capa fina donde se 

observan las tres fracciones primarias (F1 , F2, F3) 

obtenidas del fraccionamiento en columna abierta del 

extracto hidroalcohól ico de endocarpo de Allium 

sativum L. (ASO) (revelador nihid rina para 

identificación de aminoácidos). 

8.4. EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE AJO EN LA EXPRESiÓN RELATIVA DEL ARNm 

DEL GEN DE GCLC. 

Como se ha mencionado anteriormente, el ajo posee diversos compuestos azufrados 

con efecto antioxidante (Amorati y cols., 2008; Brunetti y cols., 2009; Morihara y cols., 2011 ; 

Jeong y cols., 2012) que le confieren actividad neuroprotectora ante el ictus isquémico 

inducido (Aguilera y cols ., 2010). Sin embargo, aún existen interrogantes sobre su posible 

mecanismo de acción y su participación en la regulación de genes implicados en la respuesta 

adaptativa ante la ICT. Por tal motivo, decidimos analizar el efecto de los extractos 

hidroalcohólicos de material fresco de ajo (ASO y ASC) , del EAE y de las fracciones obtenidas 

del fraccionamiento de ASO (F1-F3) , en el nivel de expresión del ARNm de las subunidades 

NR-1 y NR-2B de los NMOARs, de la subunidad GCLC y de PAI-1 , genes implicados en la 

respuesta adaptativa ante el ictus isquémico. 

Los resultados obtenidos en el porcentaje de expresión del gen GCLC ante los diferentes 

tratamientos fueron : I/R (123.01 ±21.4), I/R+EAE (98.8±22.3); I/R+ASO (89.3±21 .7) ; I/R+ASC 
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(55.5±14.5); I/R+F1 (95 .0±14.5); I/R+F2 (116.0±31 .6) e I/R+F3 (92.1±52.01) (Figura 23). Al 

comparar el grupo CT con los grupos I/R, I/R+EAE, I/R+ASO, I/R+F1 , I/R+F2 e I/R+F3 no se 

observó ningún cambio significativo en el nivel del ARNm, por lo que a 2 h de isquemia y 2 h 

de reperfusión, el EAE, el extracto de ASO y sus fracciones (F1-F3) no generaron ningún 

efecto en la expresión del gen de GCLC. En el grupo I/R+ASC hubo una reducción en la 

expresión del ARNm con diferencia estadística al compararlo con los grupos I/R (P<0.01) e 

I/R+F2 (P<0.05) (Figura 23) . Cabe mencionar que la reducción en la expresión del gen de 

GCLC inducida por el extracto de ASC, no favorece la respuesta adaptativa ante el iclus 

isquémico. Es decir, las evidencias experimentales sustentan que los compuestos con 

actividad antioxidante son capaces de inducir la sobreexpresión del gen de GCLC, 

favoreciendo la biosíntesis del antioxidante endógeno glutatión (Shih y cols., 2005; Liu y cols ., 

2008; Kang y cols., 2009; Zhang y cols., 2009; Ma y cols., 2010; Antolino y cols ., 2011 ; Gao y 

cols., 2011) y que ante la ICT, el glutatión es capaz de reducir la concentración de radicales 

libres y ERO que se encuentran exacerbados en la hipoxia ocasionada por la isquemia. 

TRATAMIENTOS 

Figura 23. GráfICa que muestra el porcentaje de expresión del ARNm del gen GCLC evaluado en muestras de corteza cerebral del lado 

ipsilateral a la lesión de ratas sin isquemia (CT) sometid as a 2 h isquemia/ 2 h reperfusión (I/R) y ratas con 2 h isquemial2 h reperfusión con 

los tratamientos I/R+ EAE; extracto de ajo envejecido. IIR+ ASO; extracto de endocarpo, I/R+ ASe; extracto de exocarpo, y fracciones de 

ASO (VR+F1, IIR+F2, I/R+F3) . las barras muestran la media ± desviación estándar (ANOVA de una vla , post prueba de Tukey, los 

asteriscos muestran diferencia estadística a ·P<O.Ol y "P<O.05 entre los tratamientos senalados; # representa diferencia estadistica a 

P<O.05 con respecto al CT). 
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8.5. INFLUENCIA DE LOS EXTRACTOS DE AJO EN LA EXPRESiÓN RELATIVA DEL 

ARNm DE LAS SUBUNIDADES DEL RECEPTOR DE NMDA. 

8.5.1. Expresión de NR1 y NR2-B. 

Durante la excitotoxcicidad por glutamato en la hipoxia, el aumento de Ca/ intracelular 

induce diversos mecanismos de daño celular como el incremento en la producción de ERO y 

la ruptura del balance redox, la pérdida del potencial de membrana celular y mitocondrial, el 

desacoplamiento de la fosforilación oxidativa y colapso energético que en conjunto , inducen la 

muerte neuronal (Seppet y cols ., 2009) . Sin embargo, se ha demostrado experimentalmente 

que como respuesta adaptativa ante la entrada masiva de Ca2 +, en las primeras horas de 

isquemia, las células son capaces de disminuir la expresión genética de las subunidades NR1 

y NR2 de los NMDARs, logrando as! controlar los mecanismos de daño que inducen la muerte 

celular (Gascón y cols., 200S; Wu y cols., 200S). Por ello, para determinar el mecanismo de 

acción de los extractos de ajo evaluamos el porcentaje del ARNm de NR1 y NR2-B en ratas 

tratadas con los diferentes extractos y fracciones de ASO. 

En el caso de NR1 , la inducción de la isquemia (IIR ; 78.3±18.6) , no generó cambios 

significativos en el porcentaje del ARNm de NR1 . En el caso de los tratamientos IIR+EAE 

(67.S±3.27); I/R+ASD (SO.6±18.4); IIR+F1 (6S.1 ±16.1); IIR+F2 (SO.7±1 .6S) e IIR+F3 

(S8.7±6.44) tampoco se observó algún cambio significativo en el porcentaje de expresión . Sin 

embargo, en el grupo IIR+ASC el nivel de expresión del ARNm disminuyó significativamente 

(22.8±S.S9) comparándolo con el grupo IIR (P<O.OS) y con IIR+EAE (P<O.OS) (Figura 24-A) . 

Para NR2-B, en el grupo IIR (S8.3±0.810) se observó una disminución en el nivel del 

ARNm comparándolo con el grupo CT (98.9±0.1S6) (P<O.OS) (Figura 24-B). Los tratamientos 

IIR+EAE (4S.3±20.2) ; IIR+ASD (28.S±10.4); IIR+ASC (17 .9±0.124); IIR+F1 (4S.6±11 .7) ; 

IIR+F2 (32.3±2.24) e IIR+F3 (49.14±1 .98) mostraron un nivel de expresión menor que el 

grupo CT, pero solo en el grupo IIR+ASC se obtuvo una disminución estadísticamente 

significativa respecto al grupo IIR (P<O.OS) e IIR+F3 (P<O.OS). 
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Figura 24. Porcentaje de los niveles de expresión del ARNm del gen de la subunldad A) NR1 Y B) NR2-B del receptor de NMOA en 

muestras de corteza cerebral del lado ipsilateral a la lesión de ralas sometidas a los tratamientos anteriormente descritos. las ralas CT 

representan el 100% de expresión del ARNm en ambos genes. las barras muestran la media ± desviación estándar (ANOVA de una vra, 

post prueba de Tukey, los asteriscos muestran la diferencia estadlstica a P<Q.05 entre los tratamientos senalados; # representa diferencia 

estadlsoca a P<O.05 con respecto al e T). 
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Con base en lo anterior, el extracto de ASC mostró mayor efecto en la disminución de la 

expresión de NR1 y NR2-B. Dicho efecto puede traducirse como un posible mecanismo por el 

cual el extracto está logrando el efecto protector observado en la inmunorreactividad a NeuN, 

a nivel de la corteza somatosensoria secundaria del lado ipsilateral a la lesión isquemica. 

8.6. INFLUENCIA DE LOS EXTRACTOS DE AJO EN LA EXPRESiÓN RELATIVA DEL 

ARNm DEL GEN DE PAI-1. 

Dentro de los mecanismos de daño inducidos por la hipoxia en la ICT, también se ha 

demostrado que existen diversos genes sobre-expresados que son capaces de incrementar el 

daño cerebral ; tal es el caso del inhibidor del activador de plasminógeno (PAI-1) (Zhang y 

cols ., 1999). El incremento en la expresión del gen PAI -1 repercute en la inhibición de la 

disolución del trombo que está generando la obstrucción en el vaso sanguíneo y promueve la 

liberación de diversos factores que inducen inflamación y edema cerebral (Zhang y cols ., 

1999). Debido a ello, evaluamos el posíble efecto de los extractos de ajo en el nivel de 

expresión del gen PAI-1 y observamos que la isquemia generó un incremento importante en 

el nivel de expresión (grupo I/R; 2320±181), estadísticamente significativo al compararlo con 

el CT (Figura 25) . 

El grupo I/R+EAE (2000±527) presentó un incremento en la expresión del ARNm de PAI-

1, similar a lo obtenido en el grupo I/R y con diferencia estadística con respecto al CT 

(P<O.05). En los animales tratados con los extractos hidroalcohólicos de material fresco de 

ajo, el nivel de expresión tiende a disminuir I/R+ASD (1060±414) e I/R+ASC (1490±305). No 

se observaron diferencías significativas entre los extractos frescos, sín embargo entre los 

grupos IIR e I/R+ASD si existe significancia estadística. 

Es importante mencionar que el territorio irrigado por las ramificaciones que se 

desprenden de la arteria cerebral media abarca el lóbulo frontal , paríetal y occipital , de tal 

modo que las regiones con daño isquémico son principalmente cuerpo estriado y la corteza 

(Schwab y cols., 1998), y bajo ciertas condiciones el hipocampo (Lopez y cols ., 1997; Jun y 
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cols ., 2001) , donde el factor determinante en el tamaño de la lesión son los tiempos de 

isquemia/reperfusión (Aspey y cols., 1998; Bardutzky y cols ., 2005). 

# 
# 

TRATAMIENTOS 

Figura 25. Porcentaje de los niveles de expresión del ARNm del gen PAI-1 en muestras de corteza cerebral del lado ipsilateral a la lesión de 

ratas sometjdas a los tratamientos anteriormente descritos. las ratas CT representan el 1 00% de expresión del ARNm en ambos genes. Las 

barras muestran la media t desviación estándar (ANOVA de una vla , post prueba de Tukey. # muestran los tratamientos con diferencia 

estadística a P<O.05 con respecto al CT). 

En el presente trabajo se indujo el ictus empleando 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión . 

Anteriormente, utilizando la tinción con sales de 2,3,5-trifeniltetrazolio (nC) se ha 

demostrado, que estos tiempos provocan un daño cerebral que abarca la región de corteza y 

cuerpo estriado en el hemisferio ipsilateral a la lesión (Aguilera y cols ., 2010) . Confirmamos 

este efecto evaluando la inmunoreactividad de NeuN, la cual en diversos trabajos se ha 

descrito que está directamente relacionada con la disminución en la viabilidad neuronal (Liu y 

cols ., 2009). Además, acorde con los resultados previos , encontramos que en la región 

anterior de la corteza somatosensorial el número de células positivas a NeuN no fue alterado. 

Existen otros autores que mencionan que la reducción de inmunoreactividad a NeuN no 

necesariamente está relacionada con muerte neuronal , sino que puede ser el resultado de la 

disminución en la presencia de la proteina o la perdida de antigenicidad ocasionada por el 
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evento isquémico (Unal-Cevik y cols., 2004) . Sin embargo , aún no existen datos contundentes 

que sustenten dicha premisa, por lo tanto, la técnica de inmunorreactividad a NeuN para 

evaluar muerte neuronal sigue siendo ampliamente utilizada para el estudio de la 

fisiopatología de la ICT. 

Previamente se demostró que en este modelo (2 h isquemial 2 h reperfusión) , la 

administración del EAE al inicio de la re perfusión , disminuye el área de infarto en un 70±44% 

(Aguilera y cols., 2012) . Nosotros confirmamos este resultado y además observamos que el 

tratamiento con ASO y ASC previenen la disminución de la imnunoreactividad para NeuN. 

Estos resultados demuestran que tanto el EAE (Aguilera y col s., 2010) como los extractos 

hidroalcohólicos frescos , son capaces de producir un efecto neuroprotector en nuestro modelo 

experimental. Es posible que los compuestos no azufrados presentes en los extractos de ajo 

contribuyan al efecto protector observado ante la ICT, principalmente los polifenoles y 

flavonoides que presentan gran actividad antioxidante (e .g. ácido gálico y quercetina que 

exclusivamente estan presentes en extractos frescos) (Amagase y cols., 1997; Ide y cols., 

1997; Imai y cols ., 1994; Wei y cols., 1998; Kyo y cols ., 2001 ; Pinto y cols., 2006; Saleem y 

cols ., 2006; Brunetti y cols ., 2009; Liu y cols., 2009; Aguilera y cols., 2010; Morihara y cols ., 

2011) . Existen estudios donde se ha evaluado el efecto de la quercetina en un modelo de 

oclusión bilateral transitoria de la arteria carótida común/reperfusión en rata y se demostró que 

protege la microcirculación evitando la permeabilidad microvascular, disminuye la adhesión de 

leucocitos, la concentración de ERO (Lapi y cols., 2012) y reduce el daño generado por la 

isquemia/reperfusión mediante la regulación en la expresión de diversos genes implicados en 

la cascada isquémica (Lee y cols ., 2011) . Por otro lado, se ha demostrado que la cáscara de 

ajo (exocarpo) posee una gran variedad de flavonoides y polifenoles (principalmente 

fenilpropanoides) con gran poder antioxidante (Ichikawa y cols ., 2003) y probablemente el 

efecto neuroprotector observado en los animales tratados con ASC así como su efecto en la 

regulación de la expresión de NR-1 , NR-2 Y PAI-1 , podría estar asociado a la presencia de 

estas moléculas que podrían estar actuando mediante dos mecanismos: 1) a través de la 

reducción de las ERO y radicales libres que se encuentran exacerbados en la isquemia 

(Amagase y cols ., 2001) y 2) en la modulación de diversas rutas de señalización celular, 
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incluyendo las que regulan la expresión de proteinas como el sistema NRF-1. Existen 

evidencias que sustentan que los flavonoides interactúan con sistemas de defensa celular 

antioxidante como NADPH: quinona oxidorreductasa (NQ01) , la glutatión S-transferasa, 

tiorredoxina, hemo oxigenasa-1, ferritina , gama-glutamil cisteín sintetasa , y transportador de 

intercambio cisteína/glutamato (Tanigawa y cols ., 2007). Los genes de todas estas enzimas 

tienen en común el elemento ARE en su región promotora (Tanigawa y cols., 2007). También, 

se ha demostrado que la quercetina es capaz de activar el sistema NRF-1 (nuclear respiratory 

factor-1 ), factor de transcri pción escencial que interviene en la corregulación de la 

subunidades NR1 y NR2-B (Dhar y cols ., 2009; Shilpa y cols ., 2009) y probablemente el 

extracto de ASC, induzca la activación de NRF-1 generando cascadas de inhibición en la 

expresión de NR1 y NR2. También , es posible que los compuestos azufrados presentes en 

los extractos de ajo fresco induzcan neuroprotección ante el ietus , principalmente la SAC (que 

se encuentra en los extractos frescos pero en mayor concentración en el EAE). Existen 

estudios donde se comprueba que la molécula de SAC es capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica y generar una respuesta neuroprotectora ante un evento isquémico 

disminuyendo la lesión ocasionada por el ietus en la región del hipocampo (Atif y cols., 2009), 

en la corteza cerebral y cuerpo estriado (Ashafaq y cols., 2012). En adición , se ha intentado 

expl icar los mecanismos por los cuales los compuestos azufrados presentes en los extractos 

de ajo (principalmente SAC) ejercen su efecto neuroprotector y se ha demostrado que pueden 

actuar como atrapadores de rad icales libres (principalmente ERO y especies reactivas de 

nitrógeno) (Numagami y cols., 1995; Amagase y cols., 2001 ; Amagase y cols ., 2006; Amorati y 

cols ., 2008) e inducir diversos mecanismos como: 1) la activación de vías de señalización que 

estimulan la liberación de antioxidantes endógenos (e.g. la síntesis de GSH) modificando así, 

la proporción de GSH reducid% xidado presente en la célula (Lawal y cols. , 2011 ; Jeong y 

cols., 2012) 2) incrementando la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa , 

superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa (Park y cols ., 2009; Aguilera y cols., 2010; Ha y 

cols., 2011 ; Morihara y cols., 2011 ); 3) protegiendo las lipoproteínas de baja densidad de la 

oxidación por los rad icales libres (Ley y cols ., 2010; Morihara y cols., 2011 ) reduciendo así, la 

oxidación de lípidos de las membranas celulares (Ide y cols., 1999; Zalejska y cols ., 2007; 

Misharina y cols., 2009; Lynett y cols ., 2011) Y 4) inhibiendo la activación del Factor Nuclear 

Kappa B (factor de transcripción inducido por oxidantes) (Ban y cols ., 2007; Lee y cols ., 2009; 
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Xiao y col s., 2011) . De esta manera, los compuestos azufrados pueden estar alterando 

procesos celulares y moleculares como parte de su mecanismo de acción en diversos 

modelos experimentales. Sin embargo , aún falta información contundente que demuestre la 

participación de estos compuestos en la regulación de múltiples genes involucrados en los 

programas de adaptación inducidos por la hipoxia . Por ello, evaluamos el efecto que los 

diferentes extractos (EAE, ASO, ASC y las fracciones de ASO) tienen en el nivel de expresión 

de los genes de GClC, las subunidades NR1 y NR2-B del receptor de glutamato tipo NMDA y 

PAI-1 , todos implicados en la respuesta celular ante un evento isquémico. 

Con respecto a GClC, los resultados obtenidos muestran que el nivel de expresión del 

ARNm del gen GClC en la corteza cerebral del lado ipsilateral a la lesión, no fue modificado 

por el EAE ni por el extracto de ASO y sus fracciones (F1 , F2 Y F3) . En contraste, el extracto 

de ASC ocasionó una disminución significativa con respecto al grupo sometido al evento 

isquémico. Diversos autores han demostrado que diversos antioxidantes como 

terbutilhidroquinona (Shih y cols., 2005) , extractos de Ginkgo biloba L. (Liu y cols ., 2008) 

quercetina (Kang y cols ., 2009), resveratrol (Zhang y cols ., 2009) ácido ferúlico (Ma y cols ., 

2010) , N-acetilcisteína (Antolino y cols ., 2011) y aceite de naranja (Citrus sinensis L.) (Gao y 

cols ., 2011) son capaces de promover la transcripción del gen de GClC ; subunidad catalítica 

e indispensable de la enzima GCl que interviene en el primer paso para la biosíntesis de GSH 

reducido, antioxidante intracelular que desempeña un papel crucial en la defensa celular 

frente al estrés oxidativo y nitrosativo (Meinster, 1988) . Es por ello, que ante el estrés 

oxidativo generado por el evento isquémico, la inducción del incremento en la expresión del 

gen de GClC conllevará al aumento en la concentración de la subunidad GClC, fomentando 

la síntesis de GSH reducido; antioxidante que al incrementarse en el inicio de la reperfusión 

sanguínea podría contrarrestar el incremento exacerbado de radicales libres y ERO 

previamente inducidos por el ietus. Sin embargo, el hecho de que no hayamos encontrado un 

efecto similar al previamente reportado sugiere que probablemente, el daño cerebral generado 

a 2 h de isquemia y 2 h de reperfusión, no es suficiente para detectar cambios en el nivel de 

expresión del gen de GClC. Por ello, es necesario realizar experimentos adicionales como un 

curso temporal del ARNm del gen de GClC en diferentes tiempos de isquemia y reperfusión , 
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la evaluación con respecto al tiempo de la cantidad de proteina de GCLC presente en la 

corteza cerebral lesionada, y finalmente, determinar si los extractos de ajo son capaces de 

inducir la transcripción del gen de GCLC. 

Por otro lado, se ha descrito que durante la isquemia cerebral , la excitotoxicidad por 

glutamato es capaz de inducir la sobreactivación de los NMDARs que consecuentemente 

ocasionan muerte celular (Ward y cols, 2007; Cull-Candy y cols., 2001) . Sin embargo, para 

que los NMDARs sean funcionales requiere de la presencia estructural de las subunidades 

que lo conforman (NR1 , NR2-A Y NR2-B) (Dingledine y cols ., 1999). Se ha demostrado 

mediante el uso de cultivos de neuronas corticales que tras la estimulación con NMDA (100 

IJM), se reduce el nivel de expresión de la proteína de NR1 ocasionando la disminución del 

daño celular (Gascón y cols ., 2005). Resultados similares se obtuvieron en un modelo de 

OACM donde la concentración de proteína de NR1 disminuyó en la región cerebral infartada 

de manera progresiva con respecto al tiempo de reperfusión ; a las 2 h, el nivel de NR1 se 

redujo moderadamente y después de 24 h fue prácticamente indetectable , demostrando que 

la cantidad de proteina de NR1 en la región infartada es el resultado de la disminución en el 

nivel de expresión del gen de NR1 debido al ictus (Takarada y cols ., 2011). En este escenario, 

aún se desconoce el mecanismo por el cual la isquemia induce la reducción de expresión de 

NR1 y tomando en cuenta que NR1 es la subunidad obligatoria del receptor de NMDA, es 

posible que la diminución en su expresión sea un mecanismo adaptativo de las neuronas para 

contrarrestar el daño generado por las altas concentraciones de glutamato (Cull-Candy y cols ., 

2001 Gascón y cols ., 2005; Takarada y cols. , 2011) .Por ello , evaluamos el efecto del 

tratamiento con los extractos en el nivel de expresión de estas subunidades. Encontramos que 

tras 2 h de OACM seguido de 2 h de reperfusión , los extractos de ajo ocasionaron una 

disminución en los niveles de expresión de NR1 en comparación con el grupo control. En este 

sentido, la reducción del ARNm sugiere un mecanismo de regulación que afecta el 

funcionamiento del receptor de NMDA contrarrestando el daño generado por la excitotoxicidad 

por glutamato en la ICT. Las diferencias entre cada extracto probablemente estén asociadas a 

la composición especifica de cada compuesto, pero esto tendrá que evaluarse 

posteriormente. 
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Por otra parte, se observó que la isquemia provocó una disminución significativa de los 

niveles del ARNm de NR2-B en la corteza cerebral lesionada por el iefus. Así, los extractos de 

ajo fresco son capaces de inducir un decremento en el ARNm de NR1 y NR-2B. Este hecho 

tiene gran impacto fisiológico debido a que repercute en la disminución en la concentración de 

proteína de NR1 y NR2-B. En este escenario, una menor proporción de receptores NMDA 

conformados por las sub unidades NR1/NR2-B en la membrana celular, podría resultar en el 

control de la excitotoxcicidad por glutamato provocada por la ICT. Cabe mencionar que el 

dímero NR1/NR2 se considera la estructura base de organización funcional para los NMDARs 

en donde se localizan los diversos sitios de unión y de reconocimiento para diferentes 

ligandos, tanto fisiológicos como farmacológicos . En este sentido, se ha descrito que durante 

la excitotoxicidad por glutamato, como mecanismo compenstorio celular, la enzima calpaina 

se activa provocando la escisión de la subunidad NR2-B (Simpkins y cols., 2003; Dong y cols., 

2004, 2006; Wu y cols., 2005; Takarada y cols ., 2011), disminuyendo la sobreactivación del 

receptor de NMDA (Gascón y cols ., 2005; Wu y cols ., 2005). Es por ello, que en la búsqueda 

de fármacos que reduzcan la expresión genética del dímero NR1/NR2-B para el tratamiento 

en la ICT, no debe perderse de vista que una disminución excesiva de los NMDARs activos en 

la membrana celular puede ser contraproducente, poniendo en reisgo la fisiología celular. 

Por otro lado, se ha descrito que durante la sobreactivación del receptor NMDA durante 

la isquemia, la expresión de la proteína de NR2 (A/B) no se modifica (Won y cols ., 2001 ; 

Gascón y cols., 2005). En contraste, nosotros detectamos que durante la isquemia/reperfusión 

y los tratamientos de ajo, se reduce la expresión del ARNm de NR2-B. 

Es importante mencionar que la sub unidad NR2-A prevalece en la sinapsis de neuronas 

maduras y al activarse inician cascadas de sobrevivencia neuronal, mientras que NR2-B 

predomina en los sitios extra sinápticos que al activarse , inducen vías de señalización que 

promueven la muerte celular en el ictus (Hardingham y cols., 2010) . En este sentido, la 

disminución en la expresión de NR2-B ocasionada por los tratamientos con ajo sugiere una 

posible reducción en el número de receptores extra sinápticos funcionales, lo que conlleva a la 

atenuación de la señal de muerte celular en la ICT. Además, se ha demostrado que la 
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curcumina (antioxidante presente en Curcuma langa L.) fue capaz de generar un efecto 

neuroprotector en células expuestas a altas concentraciones de NMOA mediante la 

disminución de la proteína de NR2-A (Matteucci y cols ., 2011) demostrando que los niveles de 

expresión de las subunidades de los NMOARs pueden ser regulados por antioxidantes. 

Nuestros resultados indican que los extractos son capaces de disminuir la función integral de 

los NMOARs, siendo el de ASC el que tiene mayor efecto . Este hecho sugiere que los 

compuestos antioxidantes azufrados o no azufrados, presentes en los extractos de ajo fresco 

son capaces de inducir diversas señales que son capaces de modificar la expresión de 

diversos genes (GCLC, NR1 , NR2-B) involucrados en los procesos adaptativos ante la ICT. 

Sin embargo, es necesario realizar otros experimentos para determinar el efecto preciso de 

los extractos de ajo en los niveles de expresión de sub unidades de los NMOARs y el efecto en 

la funcionalidad del receptor. 

Finalmente, evaluamos los niveles de expresión del gen PAI-1 cuya proteina favorece los 

mecanismos de inflamación que durante un evento isquémico se encuentra sobre expresado 

(Zhang y cols ., 1999) . La proteína PAI-1 es un inhibidor del activador de plasminógeno que 

funciona como una glucoproteína precursora de la enzima plasmina . La plasmina mediante 

lisis, es capaz de disolver los trombos adosados a los bazos sanguíneos que se forman en 

diversas patologías cardiovasculares. Por tanto, PAI-1 es un inhibidor del sistema fibrinolítico 

y se ha demostrado que en la isquemia cerebral el gen de PAI-1 se encuentra 

sobreexpresado (Zhang y cols., 1999). Nuestros resultados concuerdan con las evidencias , ya 

que se observó que la isquemia generó un incremento estadisticamente significativo en el 

nivel de expresión del gen PAI-1 . En adición , los extractos de ajo principalmente ASO y ASC 

generaron una disminución del ARNm de PAI-1 que podría influir en los mecanismos 

compensatorios endógenos que se inducen tras un evento isquémico. Nuestros resultados 

concuerdan con diversos trabajos donde se ha demostrado mediante el uso de cultivos de 

células endoteliales, que el promotor del gen de PAI-1 es sobre-activado ante la presencia de 

concentraciones elevadas de ERO y que con la administración de antioxidantes, la sobre­

expresión de PAI-1 se redujo en un 75% (Swiatkowska y cols., 2002). Nosotros observamos 

que los extractos frescos de ajo (ASO y ASC) fueron capaces de reducir considerablemente la 

sobre-expresión del gen de PAI-1 , probablemente porque en los extractos frescos además de 
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compuestos azufrados, también están constituidos por flavonoides y polifenoles con gran 

poder antioxidante, reduciendo la concentración de radicales libres, especies reactivas de 

nitrógeno y ERO. Sin embargo, para determinar que la disminución en el RNAm de PAI-1 

generado por los extractos frescos es de importancia biológica, es necesario realizar 

experimentos adicionales que permitan dilucidar si está reducción tiene impacto en la 

disminución de la concentración de proteina PAI-1 y su impacto en el restablecimiento del 

sistema fibrinolitico para permitir la reperfusión sanguínea en el ictus isquémico. 

9. CONCLUSIONES. 

1. El extracto de ajo envejecido, el extracto hidroalcohólico de endocarpo y exocarpo de ajo 

fresco previenen la disminución en la inmunorreactividad a NeuN en la corteza 

somatosensorial secundaria inducida por la isquemia. Estos resultados sustentan que los 

extractos de ajo poseen un efecto neuroprotector contra el daño cerebral generado por la 

isquemia. No hubo diferencias significativas entre el extracto de ajo envejecido y los 

extractos hidroalcohólicos de material fresco de ajo sobre la disminución en la 

inmunorreactividad a NeuN en la corteza somatosensorial secundaria. Esto indica que no 

es necesario que el ajo sea sometido a un largo periodo de añejamiento para obtener la 

respuesta neuroprotectora en la isquemia cerebral. 

2. Los extractos frescos y el envejecido indujeron un decremento significativo en el 

porcentaje del ARNm de NR1 y NR2-B, lo que sugiere que la regulación negativa de este 

receptor puede ser un mecanismo compensatorio para disminuir la sobreactivación del 

receptor de NMDA ante la citotoxicidad por glutamato generada por la ICT. Lo que ya ha 

sido sugerido por otros grupos de investigación. 

3. Es necesario realizar otros ensayos modificando los tiempos de isquemia/reperfusión 

después de la administración de los extractos así como la elaboración de una curva dosis­

respuesta para determinar si los extractos de ajo son capaces de inducir la expresión del 

gen de GCLC y modificar la expresión del gen de PAI-1 . 
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4. No hubo diferencias significativas en la expresión de los genes GCLC, NR1 y NR2-B entre 

las tres fracciones obtenidas del extracto de ASO. En contraste, se observó que el extracto 

de endocarpo posee más actividad que sus fracciones. Es probable que se requiera que 

los compuestos presentes en el ajo actúen en conjunto para ejercer una acción sinérgica 

entre ellos y obtener el efecto neuroprotector. Sin embargo, es necesario realizar otros 

estudios, como el fraccionamiento del extracto de exocarpo con la finalidad de responder a 

las interrogantes sobre los compuestos con actividad biológica presentes en el ajo fresco . 
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11. ANEXO 1: DIFUSiÓN 

Trabajos en Congresos: 

1. FORO: XXXI JORNADA DE INVESTIGACiÓN DE PEDIATRIA, ABRIL 11-15, 2011 . 

CENTRO MÉDICO NACIONAL SIGLO XXI. 

RESUMEN: EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHÓLlCO DE MATERIAL FRESCO DE 

Allium sativum L. EN LA EXPRESION GENETICA DEL RECEPTOR DE NMDA EN LA 

ISQUEMIA CEREBRAL EN MODELO MURINO Cervantes D D L. M. Isabel , Calzada B. 

Fernando y Aguilera H. Penélope. 

En México, la enfermedad vascular isquémica cerebral (IC) se ha convertido en uno de los 

principales problemas de salud pública . La IC se caracteriza por un déficit neurológico focal , 

secundario a una interrupción temporal del flujo sanguíneo cerebral debido a la obstrucción de 

un vaso sanguíneo y como consecuencia la pérdida del aporte de oxígeno y factores 

provenientes de la sangre, activando diversos mecanismos de daño donde destaca la 

producción de especies reactivas de oxígeno. Las plantas medicinales pueden ser el punto de 

partida para el hallazgo de productos con efecto neuroprotector para limitar la progresión de la 

cascada isquémica. Objetivo evaluar el extracto hidroalcohólico de material fresco de Allium 

sativum como agente protector en la IC en modelo murino. Método: El extracto 

hidroalcohólico del endocarpo de A. sativum se preparo por maceración con etanol acuoso al 

20%. Para la prueba biológica , se emplearon ratas macho Wistar a las que se les indujo 

isquemia focal y se les administró el extracto a una dosis de 360 mg/Kg . Al grupo control se le 

indujo la isquemia y se administró 1 mi de vehículo. Después de 3 hrs se evaluó el área de 

infarto usando tinción con sal de tetrazolio (TIC). Resultados: el extracto obtenido del 

endocarpo de A. sativum inhibió en un 49 % la zona de infarto. Conclusión: el extracto del 

endocarpo de A. sativum tiene efecto neuroprotector en un modelo murino de IC a una dosis 

de 360 mg/Kg. 3 horas de isquemia y 3 de reperfusión. 
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11. FORO: SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, NOVEMBER 12-16, 2011 . WASHINGTON, 

OC. 

RESUMEN: Hydroalcoholic fresh and aged extracts of Allium sativum regulate 

expression of genes involved in the neuroprotective response in cerebral ischemia. 

Cervantes Isabel , Ruiz-Tachiquín Martha , Ortíz-Plata Alma, Espinoza-Rojo Mónica, Calzada 

B. Fernando1 and Aguilera Penélope. 

Introduction. Garlic (Allium sativum L) products have protective effects against ischemic­

induced brain injury. The protection mechanisms are unknown but transcriptional up- and 

down- regulation of multiples genes that lead to adaptive programs could be involved. This 

study was designed to investigate the effect that aged garlic extract (AGE), and hydroalcoholic 

extracts of endocarp (HEn) and exocarp (HEx) from fresh garlic bulb have on the expression 

level of genes involved in the adaptative response to cerebral ischemia (CI) . Methods. AGE 

was from Wakunaga of America Ca. Ud; HEn and HEx were obtained by fresh garlic 

maceration in 20% ethanol-water during 2 weeks. The HEn was subjected to silica gel column, 

and eluted with water:ethanol :acetone (1 :3:3) to give four fractions (F1- F4). Male Wistar rats 

(280-350 g) were subjected to 2 h of middle cerebral artery occlusion and 2 h of reperfusion 

(R). AGE, HEn, HEx (360 mg/Kg body, i.p.) and fractions (120 mg/Kg body, i.p.) were 

administrated at the beginning of R. Total RNA was extracted from ipsilateral cerebral cortex 

using TriPure reagent and reversely transcribed into cONA. The relative mRNA levels of the N­

methyl-O-aspartate (NMOA) NR1 subunit, the glucose transporter 3 (GLUT3) , and the 

glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC) were determined by quantitative real time 

PCR. Results. NR1 mRNA expression was reduced after all treatments (AGE 35%, HEn 53%, 

and Hex,73.2%). GLUT3 mRNA expression was increased by AGE treatment (51%) , and 

reduced by HEn (38.9%), and HEx (62.4%). GCLC mRNA expression was increased by AGE. 

The fractions induced down- regulation of NR1 mRNA (F1 46.3%, F2 49.1 %, F3 45.9%, F4 

45.9%), and GLUT3 mRNA (F1 10%, F2 34%, F3 46.3%, F4 23.2%). Discussion. Our results 

showed that AGE, HEn, and HEx induced a significant reduction in mRNA NR1 expression 

after 2 h of R versus non-treated groups. This effect may have an important role in delayed 

94 



neuronal death, similar to NR1 mRNA reduction induced by the excessive receptor activation 

afler 24 h of R. AGE increased GLUT3 mRNA expression while fresh extracts reduced it. Up­

regulation could be associated to an increase in the metabolic requirements of neurons during 

ischemia; however, high levels of glucose could promote cellular free radical generation. We 

observed that fresh as aged garlic extracts induced activation of signaling that activate gene 

regulation, it might be associated to neuroprotection response but it require further evaluation . 

Artículo en revisión para su publicación: 

Maria Isabel Cervantes , Pavel Montes de Oca Balderas, José de Jesús Gutiérrez-Baños, 

Marisol Orozco-Ibarra , Berenice Fernández-Rojas, Omar Noel Medina-Campos, Mónica 

Espinoza-Rojo, Martha Ruiz-Tachiquín, Alma Ortiz-Plata , Ma. Isabel Salazar, Moisés Rubio­

Osornio , Eduardo Castañeda-Saucedo, José Pedraza-Chaverri , Fernando Calzada Bermejo 

y Penelope Aguilera . Comparison of antioxidant activity of hydroethanolic fresh and aged garlic 

extracts and their effects on cerebral ischemia. Food Chemistry. Manuscript Number: 

FOODCHEM-D-12-03656. 
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12. ANEXO 11: ABREVIATURAS. 

AB 

ACC 

ACE 

ACI 

ACM 

ADNc 

AKT 

AMPA 

AO 

APP 

ARN 

ARNm 

ASC 

ASD 

ATP 

ATS 

BSA 

CCF 

CLAR 

DAPI 

DCT 

DEPC 

DNT 

Arteria basilar. 

Arteria carótida común . 

Arteria carótida externa. 

Arteria carótida interna. 

Arteria cerebral media . 

Ácido desoxiribonucléico complementario. 

Proteina cinasa B. 

Ácido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazole-propiónico. 

Arteria occipital. 

Arteria pteriogopalatina. 

Ácido ribonucléico. 

Ácido ribonucléico mensajero. 

Extracto hidroalcohólico de exocarpo fresco de ajo . 

Extracto hidroalcohólico de endocarpo fresco de ajo . 

Adenosin trifosfato. 

Arteria tiroidea superior. 

Suero de bovino. 

Ion calcio. 

Capa fina preparativa. 

Cromatografia líquida de alta resolución. 

6-diamino-2-fenilindol . 

Dominio carboxi lo terminal. 

Dietilpolicarbonato. 

Dominio extracelular amino termina l. 
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DUl 

dNTPs 

EAE 

ERK 

ERO 

EVC 

FSC 

GCl 

GClC 

GSH 

GSHS 

GSSG 

H20 2 

I/R 

ICT 

iGluRs 

K+ 

KCI 

Keap1 

KH2PO 

Maf 

MAZ 

Mg2+ 

MgCh 

mGluRs 

Dominio de unión para el ligando. 

Nucleótidos fosfatados. 

Extracto de ajo envejecido. 

Familia de cinasas. 

Especies reactivas de oxígeno. 

Enfermedad vascular cerebral. 

Flujo sanguíneo cerebral. 

Ligasa de glutamato y cisteína. 

Glutamato cisteína ligasa subunidad catalítica. 

Glutatión . 

Glutatión sintetasa . 

Disulfuro de glutatión. 

Peróxido de hidrógeno. 

Isquemia/reperfusión. 

Isquemia cerebral transitoria. 

Familia de receptores ionotrópicos. 

Ion potasio. 

Cloruro de potasio. 

Kelch-like ECH- associated protein 1. 

Posfato dibasico de potasio. 

Proteína oncogenética. 

Myc-associated zinc finger protein . 

Ion magnesio. 

Cloruro de magnesio. 

Familia de receptores metabotrópicos. 
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RE5T/NR5F 

RT-PCR 

5AC 

5AMC 

Tris-HCI 

TTC 

V-GC 

flljlm 

185 

Represor element silencing transcription/neuron-restrictive silencer. 

Transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa. 

S-alil-cisteína. 

S-alil-mercaptocisteína. 

Tris-ácido clorhídrico. 

2,3,5-trifeniltetrazolio. 

L -y-glutamil-L -cisteína. 

Potencial de membrana mitocondrial. 

Subunidad ribosomal. 
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