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1. RESUMEN

La disminucion del flujo sanguineo cerebral asociado a un evento isquémico
restringe el aporte de oxigeno y glucosa a las neuronas alterando sus niveles
energéticos. En modelos de isquemia cerebral se ha demostrado que el metabolismo
energético mitocondrial y la sobrevivencia celular depende de la disponibilidad de
glucosa. También se ha observado que los antioxidantes previenen el dafio celular
mediante el aumento de la funcion mitocondrial a través de mecanismos de
regulacién que estan estrechamente asociados con el metabolismo de la glucosa. En
este estudio se evalug el efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) en el nivel de
expresion del transportador de glucosa 1 (GLUT-1) en un modelo de isquemia
cerebral. Ratas macho Wistar fueron sometidas a 2 hrs. de oclusion de la arteria
cerebral media y 2 hrs. de reperfusion y posteriormente tratadas al inicio de la
reperfusion con EAE (360 mg/kg de peso; i.p.). La inmunoreactividad de GLUT-1 en
neuronas positivas a la proteina nuclear especifica de neuronas (NeuN) y astrocitos
positivos a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) en el territorio de la arteria cerebral
media (corteza y estriado frontoparietales) se cuantificaron en ensayos de
inmunofluorescencia. Se encontré0 que el EAE incrementa la inmunoreactividad a
GLUT-1 en un 25% en la corteza y en un 33% en el estriado (p<0.05). A nivel
neuronal el EAE incrementd la inmunoreactividad de GLUT-1 en 46% en la corteza y
un 15% en el estriado (p<0.05). En astrocitos se observo un 14% de incremento en la
corteza y un 57% en estriado (p<0.05). El incremento en la inmunoreactividad de
GLUT-1 inducido por el tratamiento con el EAE, tanto en neuronas como en
astrocitos después de un dafio ocasionado por la isquemia/reperfusion, posiblemente
este asociado a la activacion de vias de sefalizacion que permiten la redistribucion
del transportador como parte de un mecanismo para incrementar la captura de

glucosa y mejorar el metabolismo energético en el area de penumbra.

Palabras clave: Isquemia cerebral, transportador de glucosa; GLUT-1,

extracto de ajo envejecido.
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2. ABSTRACT

Focal impairment of cerebral blood flow during stroke restricts the delivery of
oxygen and glucose with consequent depletion in neuronal energy levels. In cerebral
ischemia models it has been demonstrated that mitochondrial metabolism and cell
survival dependent on glucose availability. It has also been observed that antioxidants
prevent cellular damage by increasing mitochondrial function through regulating
mechanisms closely associated with glucose metabolism. The present study was
designed to evaluate the effect of aged garlic extract (AGE) on the level of glucose
transporter 1 (GLUT-1) in cerebral ischemia. Male Wistar rats were subjected to 2 h
of occlusion of middle cerebral artery and 2 h of reperfusion and then treated with
AGE (360 mg / kg, ip) at the beginning of reperfusion. GLUT-1 immunoreactivity in
neurons (NeuN positive) and astrocytes (GFAP positive) in the territory of the middle
cerebral artery (frontoparietal cortex and striatum) were quantified performing an
immunofluorescence assay. Immunoreactivity to GLUT-1 was increased by AGE
treatment in the cortex (25%) and the striatum (33%) (p<0.05). Neuronal
immunoreactivity to GLUT-1 increased by 46% in the cortex and 15% in the striatum
(p <0.05) after treatment. In astrocytes it was also observed an increase in the cortex
(14%) and in the striatum (57%) (p <0.05). The AGE treatment induces an increase in
the level of GLUT-1 expression in both neurons and astrocytes after injury caused by
ischemia/reperfusion, possibly as a neuroprotective mechanism associated to energy

metabolism improvement.

Key words: ischemia/reperfusion, glucose transporter type 1, aged garlic
extract (AGE).
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3. INTRODUCCION

Los accidentes cerebro vasculares (ACV) representan un grave problema de
salud publica (Tegos et al.,, 2000). Es la tercera causa de muerte en paises
industrializados y es la quinta causa de muerte en México; ademas, es la principal
causa de discapacidad y la segunda de demencia en nuestro pais (Ruiz et al., 2003).
La isquemia cerebral (IC) representa aproximadamente el 80% de los ACV. La IC
resulta de la interrupcién abrupta del flujo sanguineo (FS) cerebral por la formacion
de un émbolo o trombo en una arteria cerebral importante, que en la mayoria de los
casos es la arteria cerebral media (ACM) (Cabrera et al., 2008). En la IC es posible
observar dos regiones morfoldgicas de importancia fisiolégica: 1) el nicleo isquémico
o area de infarto, region directamente irrigada por la arteria ocluida, en donde se
observa la muerte neuronal, y 2) el area de penumbra, region que se encuentra
rodeando al area de infarto, y que preserva la viabilidad aunque no la funcion celular,
debido a que la region recibe un FS residual dependiente de la circulacion colateral
(Lipton, 1999, Lee et al., 1999). El restablecimiento del FS (también denominado
reperfusién) es necesario para detener el dafio al tejido; sin embrago, cuando el
periodo de isquemia es prolongado, la reperfusion puede aumentar el dafio (Peters et
al., 1998, Muranyi y Li, 2006, Tsuruta et al., 2010).

Se ha descrito una serie de eventos moleculares que se activan en la IC,
entre ellos destacan la reduccién significativa del nivel de ATP intracelular, la sobre
estimulacién de los receptores de glutamato y la carga neuronal de iones Na?" CI'y
Ca®" (Culmsee et al., 2001, Mccullough et al., 2005), el dafio mitocondrial, la
despolarizacion peri-infarto, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
la ruptura de la barrera hematoencéfalica (BHE), la inflamacion y la apoptosis
(Juurlink y Sweeney, 1997, Dirnagl et al., 1999, Pedraza, 2001).

El estudio de los fenbmenos celulares en la zona de penumbra es de suma
importancia, ya que las neuronas localizadas en esta zona son susceptibles a ser
rescatadas por la actividad de compuestos neuroprotectores. En esta zona se
encuentran tanto las neuronas que sobrevivirAn como aquellas que moriran por
apoptosis. Se ha sugerido que ambos procesos dependen de la capacidad neuronal

para compensar la pérdida de ATP; por ello, para incrementar el nimero de células
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gue sobreviven es determinante aumentar su capacidad para proveer combustible y
cubrir las demandas energéticas (Kann et al., 2003, Brennan et al., 2006).

La glucosa es el principal sustrato energético en el cerebro; que en su paso
por la glicolisis, el ciclo de los acido tricarboxilicos (CAT) y la fosforilacion oxidativa,
es utilizada para la sintesis de ATP (Chih y Roberts Jr, 2003). En la IC la respiracién
mitocondrial se altera y las neuronas metabolizan la glucosa residual a acido lactico
en lugar de CO; y agua. Las escasas concentraciones de oxigeno y depdésitos de
glucosa son consumidos rapidamente y se utiliza el ATP de reserva, con lo cual
disminuye el nivel energético en el cerebro ocasionando con el tiempo la muerte
neuronal. Sin embargo, al no producirse ATP, se acumula AMP que no posee enlace
de alta energia, pero que es capaz de activar vias de sefalizacion que promueven el
transporte de glucosa (Hill y Hachinski, 1998, Maiese, 1998, Weisova, 2009). La
cinasa dependiente de AMP (AMPK) tiene una funcion importante como sensor del
estado energético de las células: es fosforilada y activada en respuesta al
incremento en las concentraciones intracelulares de AMP (y disminucion de ATP).
Estos cambios se presentan a causa de la inhibicion de la fosforilacion oxidativa que
se observa durante un proceso isquémico (Corton et al., 1994, Abbud et al., 2000,
Wood, 2003, Hardie et al., 2006). La activacion de la AMPK esta asociada a un
incremento en el transporte de glucosa (Abbud et al., 2000).

La glucosa es captada por transportadores pertenecientes a la familia de
transportadores de glucosa GLUT, los cuales transportan la glucosa por difusion
facilitada en forma dependiente de la concentracién (Castrejon et al., 2007). Los
GLUT mantienen en equilibrio la concentraciéon del sustrato al interior de la célula y el
espacio extracelular impidiendo su acumulacién (Simpson et al., 2007). Los GLUT
son glicoproteinas de 45 a 55 kDa con 12 dominios transmembranales (Joost y
Thorens, 2001), los dominios 3, 5, 7 y 11 forman un poro que permite el paso del
monosacarido (Castrejon et al., 2007). Hasta la fecha se conocen 14 miembros de la
familia de los GLUT, de los cuales GLUT-1 y GLUT-3 son los mas abundantes a nivel
cerebral (Simpson et al., 2008).

GLUT-1 es la forma mas conservada y se expresa de manera ubicua en los

organismos (Zhao y Keating, 2007). Existen dos isoformas de diferente peso
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molecular (45 y 55 kDa), con un grado diferente de glicosilacion, pero sin diferencias
en su estructura o parametros cinéticos (Km= 8mM Kcat = 1,166/seg). La forma de
45 kDa es muy abundante en las células gliales, mientras que la forma de 55 kDa se
expresa exclusivamente en las células del endotelio vascular, las cuales integran la
BHE (Simpson et al., 2007).

GLUT1, es considerada una proteina de estrés, cuya mayor expresion ha
sido documentada en muchos tipos celulares en respuesta a una variedad de
estimulos como factores de crecimiento, activacidbn oncogénica y privacion de
glucosa (Klip et al., 1994, Massa y Swanson, 1996). De hecho, en neuronas la
expresion de la isoforma de 45 kDa es limitada bajo condiciones normales, pero su
expresion se incrementa en respuesta a factores de estrés ambiental o cuando las
neuronas son mantenidas en cultivo (Wheeler et al., 1982, Gerhart et al., 1989, Lee y
Bondy, 1993). La actividad de GLUT-1 en transportar la glucosa en neuronas y glia
puede promover la sobrevivencia después de un dafio en el SNC (Vanucci et al.,
1997).

La IC causa un incremento en la glicolisis, la cual no puede mantenerse sin
un incremento paralelo en la tasa de transporte de glucosa de la sangre hacia células
cerebrales a través de la BHE. Se ha observado que la IC provoca un incremento en
el aporte de glucosa cerebral a 1, 4 y 12 h de reperfusion (Vanucci et al., 1994). Este
cambio puede estar asociado al incremento en la entrada de glucosa mediado por
diferentes mecanismos. Por un lado, se puede atribuir al incremento en el transporte
de glucosa mediado principalmente por el incremento en la expresion de los GLUT
(Espinoza-Rojo et al.,, 2010). Las evidencias muestran que estan implicados
mecanismos tanto transcripcionales (dependientes de la activacion del factor
inducible a hipoxia 1) (Jones and Bergeron, 2001) como post-transcripcionales
(estabilizacion del mRNA) (Stein et al., 1995, Levy et al., 1996, Behrooz y Ismail-
Beigi, 1997).

El ajo (Allium sativum), en sus diferentes presentaciones como son el EAE, el
extracto acuoso y el aceite de ajo reducen han demostrado reducir significativamente
el dafio celular ocasionado por la IC (Weinberg et al., 1993, Gupta et al., 2003,

Saleem et al., 2006, Aguilera et al., 2010). Entre estos destaca el EAE, el cual se
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obtiene macerando las laminas del bulbo de ajo en solucion hidroalcohdlica (15 al
20%) durante 20 meses 0 mas a temperatura ambiente; posteriormente se filtra y
concentra a baja temperatura y presion reducida (Luengo, 2007). El proceso de
envejecimiento, transforma los compuestos irritantes del ajo en compuestos mas
estables y menos toxicos (Weinberg et al., 1993, Amagase et al., 2001).

En el modelo experimental de IC inducido por oclusion de la arteria cerebral
media (OACM) se ha observado que el EAE retarda significativamente la aparicion
del area de infarto al administrarse al inicio de la reperfusién. Su efecto protector se
ha asociado a la capacidad para prevenir el incremento de nitrotirosina y la
disminuciéon de la actividad enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa total,
glutation peroxidasa y superoxido dismutasa extracelular) inducida por la IC (Aguilera
et al., 2010). Sin embargo, aunque se ha descrito que los compuestos antioxidantes
del EAE estan involucrados, hasta el momento se desconoce su mecanismo de
accion.

En la actualidad se ha demostrado que algunos componentes antioxidantes
pueden alterar la respuesta celular al mejorar el metabolismo energético. Por ejemplo
el resveratrol, un potente antioxidante polifendlico, mejora el metabolismo energético
al disminuir los niveles de ERO durante la IC (Simao et al., 2011, Li et al., 2011); la L-
acetil-Carnitina incrementa el transporte de glucosa en neuronas y astrocitos
después del dafio ocasionado por el consumo de etanol (Abdul Muneer et al., 2011);
y recientemente se demostré que la administracion del EAE incrementa el nivel de
ATP en ratas sometidas a la OACM (Gbémez-Martinez, 2009). Por esta razon, en el
presente estudio se evaluo el efecto del EAE en la inmunoreactividad de GLUT-1 en
un modelo de isquemia cerebral por OACM, con la finalidad de iniciar la evaluacion
del mecanismo de accion del EAE teniendo como hipoétesis el mejoramiento

energético a través del incremento en la captura de glucosa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MODELO ANIMAL

Se emplearon ratas machos adultas de la cepa Winstar de 250-320 g de
peso (aproximadamente 16 semanas de edad). Durante el estudio, las ratas fueron
mantenidas bajo condiciones constantes de temperatura, humedad y luz (ciclos de
12 horas de luz/oscuridad). Todos los experimentos se cumplieron de acuerdo a la
“NIH Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”.

4.2. DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar los cambios en la inmunoreactividad de GLUT-1 durante la
isquemia/reperfusion (I/R), y el efecto que ejerce el EAE después del dafo
ocasionado por la I/R cerebral se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en
neuronas y astrocitos. Para este fin, las ratas fueron divididas de manera aleatoria
en los siguientes grupos experimentales: 1) ratas control (CT); 2) ratas control
tratadas con extracto de ajo envejecido (CT+EAE); 3) ratas sometidas a 2 h de
isquemia y 2 h de reperfusion (21/2R); y 4) ratas sometidas 21/2R mas el tratamiento
con EAE (2I/2R+EAE).

4.3. CALCULO DEL NUMERO DE MUESTRA

Para calcular el numero de muestra se utilizé la formula de “Tamafio de
muestra para pruebas de hipétesis”. Para ello fue necesario realizar un ensayo piloto
(n=4 ratas), mediante el cual se calcul6 la proporcion del area con infarto y area sin
infarto cerebral a 2I/2R, se utilizé un tamafio de muestra igual 6 para cada grupo

experimental.

4.3. MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral transitoria se indujo mediante la oclusion de la arteria
cerebral media (OACM) empleando el método descrito por Longa, et al., 1989. Los
animales se anestesiaron con isofluorano al 2%. Inicialmente la bifurcacion de la
carétida cervical fue expuesta a través de una incision en el cuello del animal.

Posteriormente, un monofilamento de nylon de 3-0 se introdujo a través de la arteria
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carotida proximal externa hasta el interior de la arteria carétida (aproximadamente 17
mm). En este punto el filamento ocluy6 el FSC de la arteria cerebral media (ACM).
Después de 2 horas de obstruccion, el filamento se retir6 cuidadosamente; los
animales en esta etapa fueron anestesiados y suturados nuevamente con la finalidad
de permitir la restauracion del FSC (reperfusion) (Longa et al., 1989). Las ratas se

sacrificaron después de 2 horas de reperfusion.

4.4. TRATAMIENTOS

Se aplic6 una dosis de 360 mg/Kg (1.2 mL/Kg) de EAE (Kyolic WAKUNAGA®
América Co., Ltd Mission Viejo, California, USA) via intraperitoneal al término de las
2 horas de la OACM (inicio de la reperfusion).

45. PRUEBAS CONDUCTUALES PARA DETERMINAR EL DEFICIT
NEUROLOGICO DESPUES DE LA ISQUEMIA/REPERFUSION

El estado neurologico de cada rata se determiné6 empleando 3 pruebas
conductuales: 1) Flexion de la pata contralateral a la lesion, las ratas se
suspendieron por la base de la cola y la postura de los miembros delanteros fue
observada. Las ratas normales extienden ambos miembros hacia el suelo, mientras
gue los animales con dafio doblan la pata contralateral como consecuencia de la
lesion; 2) Motilidad espontanea, los animales se colocaron en una superficie plana
(0.5 metros de diametro). Los animales normales inician el movimiento antes de 10
segundos; 3) Conducta de giro, las ratas fueron sostenidas por la base de la cola,
permitiéndoles moverse libremente al apoyar las patas delanteras; se observé la
direccion del movimiento durante 30 segundos. Los animales dafiados realizan al
menos 5 vueltas en sentido contralateral a la lesion. A cada prueba conductual se le
asigno un valor de O si el animal presentd una conducta normal y de 1 si presentd
dafio. La suma de los valores obtenidos en las 3 pruebas se utilizd como medida
para determinar la presencia de un déficit neurolégico. La evaluacion se efectud
antes de la reperfusion. Los animales que en la evaluacion obtuvieron menos de 2,
fueron excluidos del estudio, ya que este valor en el déficit fue asociado a una cirugia

inadecuada. Las ratas con déficit neurolégico mayor a 2 invariablemente presentaron
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un dafio por isquemia y reperfusion (Longa et al., 1989, Menzies et al., 1992, Modo et
al., 2000).

4.7. PERFUSION INTRA-CARDIACA CON PARAFORMALDEHIDO (PAF)
AL 4% E INCLUSION EN FRIO DE LOS TEJIDOS CEREBRALES

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (63 mg/kg, i.p., Sedal
phorte®). Enseguida se realiz6 una perfusion intracardiaca con 100 mL de
amortiguador de fosfatos (PBS) y 100 mL de paraformaldehido (PAF) al 4% (ver
anexo). Posteriormente los cerebros fueron post-fijados con PAF al 2% toda la noche
a 4°C. Los cerebros fijados con PAF fueron crioprotegidos y transferidos en
diferentes soluciones de sacarosa (10, 20 y 30% en PBS) hasta alcanzar el equilibrio,
en un periodo aproximado de 2 dias, a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizé un corte coronal para extraer la region en la que se incluye la corteza
frontoparietal y el estriado (Paxinos y Watson, 2004) (ver anexo). Inmediatamente los
tejidos fueron incluidos en un medio de inclusion O.C.T. (Optimal Cutting
Temperature, Tissue Tek®). Después se obtuvieron cortes seriados de los tejidos
cerebrales (10 um de ancho) empleando un criostato (Microm HM 520). Los cortes
coronales se colocaron en portaobjetos cubiertos con xilano y gelatina al 5% (ver

anexo).

4.8. INMUNOFLUORESCENCIA

Las cortes coronales del cerebro fijados e incluidos, fueron bloqueados vy
permeabilizados con 3% de suero normal de burro (SNB) y 0.5% de Tween-20 en
PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después los cortes se incubaron
con los anticuerpos primarios anti-GLUT-1 policlonal de conejo (1:50; Santa Cruz
Biotechnology; sc-7903), anti-NeuN monoclonal de raton (1:200; Chemicon
International; MAB-357) y anti-GFAP monoclonal de ratén (1:250; BioGenex; GA-5)
diluidos en albumina de suero bovino (BSA) al 10% con 0.3% de Triton-X100 en
PBS. Se realizaron dobles marcajes incubando los anticuerpos anti-GLUT-1 con anti
NeuN (antigeno nuclear neuronal) y anti-GLUT-1 con anti proteina acida fibrilar glial

(GFAP) durante toda la noche a 4°C en una camara himeda. Posteriormente los
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cortes se lavaron por inmersion en 50 mL de PBS 3 veces cada uno por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se incubaron con los anticuerpos
secundarios conjugados con fluoréforos: anti-lgG de conejo-DyLight-594 (rojo)
(2:300; Jackson InmunoResearch) y anti-IgG de raton-DyLight-488 (verde) (1:300;
Jackson InmunoResearch) en cdmara humeda en completa oscuridad durante 90
minutos a temperatura ambiente. Los tejidos se lavaron 3 veces por inmersion con 50
mL de PBS durante 5 minutos cada uno. Para tefiir los nucleos, los tejidos fueron
incubados con DAPI (10 mg/ml; 1:1000; Invitrogen) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron los mismos procedimientos de lavado para
remover el exceso de DAPI. Posteriormente, se agrego la solucién de montaje con
glicerol (10 % de glicerol en PBS). Los cortes se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Leica IM1000 version 1.20 a 40x. Se fotografiaron 15 campos en los
3 canales del filtro de emision del microscopio (verde, azul y rojo) de manera vertical
al cerebro, tomando en consideracion tanto la corteza (CZ) y estriado (ES) en ambos
hemisferios (contra-lateral e ipsilateral a la lesidon) (ver anexo). Se empled una
camara Leica DFC-300 FX y las imagenes se observaron en un software LEICA
IM1000.

La inmunoreactividad de GLUT-1, NeuN y GFAP se cuantificé considerando
la intensidad de la fluorescencia y normalizando con el nimero de ndcleos. Se utilizé
el software LEICA IM1000 con ayuda de Photoshop CS® y el programa ImageJ

“Image Processing and Analysis in Java” (imagej.nih.gov).

4.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se expresaran como la media = D.E. y se aplicé un andlisis de
varianza factorial completo (ANOVA). Posteriormente, se empled la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, usando el programa Prisma 5.0 Graph Pad. Un

valor de p<0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. LA ISQUEMIA CEREBRAL DISMINUYE LA INMUNOREACTIVIDAD
DE LA PROTEINA GLUT-1 EN NEURONAS Y ASTROCITOS

Con la finalidad de determinar el efecto de la isquemia en la expresién de la
proteina GLUT-1 en el territorio irrigado por la ACM se realizé una cuantificacién por
inmunofluorescencia. Se observo que 21/2R disminuye la inmunoreactividad de la
proteina GLUT-1 en un 67% (p<0.05) en la CZ y en un 38% (p<0.05) en el ES del
hemisferio IP a la lesion. En el hemisferio CL no se observé ningin cambio en la
inmunoreactividad de GLUT-1 (Figura 1).

Para determinar si la isquemia disminuye la inmunoreactividad del
transportador de glucosa especificamente en neuronas o astrocitos, se realizaron
ensayos de doble marcaje empleando anticuerpos que reconocen proteinas que se
expresan en estos tipos celulares. EI marcaje especifico de neuronas se realizé con
anticuerpos que reconocen la proteina NeuN. Se observo que después del dafo
ocasionado por 21/2R, la inmunoreactividad de GLUT-1 disminuyé un 71% en
neuronas de la CZ (p<0.05) y un 65% en neuronas del ES (p<0.05) del hemisferio IP
a la lesion (Figura 2). No se observaron cambios en el hemisferio CL.

Para determinar el nivel de GLUT-1 en astrocitos se cuantifico la
inmunoreactividad de esta proteina utilizando la GFAP como marcador. A 2I/2R se
observo que la inmunoreactividad de GLUT-1 disminuy6 un 79% en la CZ (p<0.05) y
un 80% en el ES (p<0.05) del hemisferio IP a la lesién. En el hemisferio CL, se
observo que la CZ presentd una disminucion del 31% en la inmunoreactividad sin

presentarse ningun cambio en el ES (p<0.05) (Figura 3).
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Figura 1. Nivel de GLUT-1. Animales de experimentacién fueron sometidos a 2 h de
isquemia y 2 h de reperfusiéon (21/2R) por oclusién de la arteria cerebral media. Por
inmunofluorescencia se determiné el nivel de GLUT-1 en la corteza y estriado cerebral
de los hemisferios ipsilateral (IP) y contralateral (CL) (Paneles A y C). La marca
fluorescente de GLUT-1 en rojo. En el panel B y D se muestra la representacién
gréfica de las imagenes (n = 6). Anova, Tukey ***p<0.001, **p<0.05. Escala de la
barra= 10 pm.

Pagina | 12



CORTEZA ESTRIADO

404

_|

e
t=3

~
=3

GLUT-1+NeuN/DAPI
GLUT-1+NeuN/DAPI

=

o

Figura 2. Nivel de GLUT-1 en neuronas. Animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de
isquemia y 2 h de reperfusion (2I/2R) por oclusiéon de la arteria cerebral media (OACM). Por
inmunofluorescencia se determiné el nivel de inmunoreactividad de GLUT-1 en neuronas (NeuN) en
la corteza y estriado cerebral de los hemisferios ipsilateral (IP) y contralateral (CL) (Paneles Ay C).
Las marcas fluorescentes de GLUT-1 (rojo) y NeuN (verde) y el marcador nuclear DAPI (azul). Los
Paneles B y D son la representacion gréfica de las imagenes (n = 6). Anova, Tukey ***p<0.001,
**p<0.05. Escala de la barra= 10 pm.
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Figura 3. Nivel de GLUT-1 en astrocitos. Animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de
isquemia y 2 h de reperfusién (2I/2R) por oclusion de la arteria cerebral media (OACM). Por
inmunofluorescencia se determiné el nivel de inmunoreactividad de GLUT-1 en astrocitos (GFAP) en
la corteza y estriado cerebral de los hemisferios ipsilateral (IP) y contralateral (CL) (Paneles Ay C).
Las marcas fluorescentes de GLUT-1 (rojo) y GFAP (verde) y el marcador nuclear DAPI (azul). Los
Paneles B y D son la representacion gréfica de las imagenes (n = 6). Anova, Tukey **p<0.001,
**p<0.05. Escala de la barra= 10 pm.
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5.2. EFECTO DEL EAE EN EL NIVEL DE LA PROTEINA GLUT-1 EN

NEURONAS Y ASTROCITOS

Para determinar si el tratamiento con el EAE tiene efecto sobre la
inmunoreactividad de GLUT1, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en CZ y
ES de animales sometidos a 2I/2R. Se encontr6 que el EAE aumenta la
inmunoreactividad de GLUT-1 en un 25% en la CZ (p<0.05) y en un 33% en el ES
(p<0.05) del hemisferio IP a la lesion (Figura 4).

Se analizé el efecto que tiene el EAE en la inmunoreactividad de GLUT-1 en
neuronas empleando ensayos de doble marcaje. Se observo que el EAE incrementa
la inmunoreactividad de GLUT-1 en un 46% en la CZ (p<0.05) y un 15% en el ES del
hemisferio IP a la lesién con respecto a las zona dafiada de animales sometidas a
isquemia sin tratamiento (Figura 5).

Para observar el efecto del EAE en el nivel de GLUT-1 en astrocitos
localizados en la CZ y ES después de la 2I/2R, se utilizé un doble marcaje con
anticuerpos anti GFAP. Se observo que el tratamiento con el EAE incrementa la
inmunoreactividad de GLUT-1 en un 14% en la CZ (p<0.05) y en un 57% en el ES
(p<0.05) del hemisferio IP a la lesion con respecto a la inmunoreactividad observada

en ratas sometidas a 2I/2R sin tratamiento (Figura 6).
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Figura 4. Efecto del EAE en el nivel de GLUT-1. Animales de experimentacion
fueron tratados con 360 mg/kg (1.2 mL/kg) de EAE al inicio de la reperfusién con 2
h previas de oclusién de la arteria cerebral media (OACM). Por inmunofluorescencia
se determino el nivel de GLUT-1 en la corteza y estriado cerebral de los hemisferios
ipsilateral (IP) y contralateral (CL) (Paneles A y C). Las marca fluorescente de
GLUT-1 en rojo. Paneles B y D representacion grafica de las imagenes (n = 6).
Anova, Tukey ***p<0.001, **p<0.05. Escala de la barra= 10 pm.
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Figura 5. Efecto del EAE en el nivel de GLUT-1 en neuronas. Animales de experimentacion fueron
tratados con 360 mg/kg (1.2 mL/kg) de EAE al inicio de la reperfusién con 2 h previas de oclusion de la
arteria cerebral media (OACM). Por inmunofluorescencia se determind el nivel de GLUT-1 en la
corteza y estriado cerebral de los hemisferios ipsilateral (IP) y contralateral (CL) (Paneles Ay C). Las
marcas fluorescente de GLUT-1 en rojo, NeuN (verde) y el marcador nuclear (DAPI) en azul. Paneles
B y D representacion gréfica de las imagenes (n = 6). Anova, Tukey ***p<0.001, **p<0.05. Escala de la
barra= 10 pm.
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Figura 6. Efecto del EAE en el nivel de GLUT-1 en astrocitos. Animales de experimentacion
fueron tratados con 360 mg/kg (1.2 mL/kg) de EAE al inicio de la reperfusion con 2 h previas de
oclusién de la arteria cerebral media (OACM). Por inmunofluorescencia se determiné el nivel de
GLUT-1 en la corteza y estriado cerebral de los hemisferios ipsilateral (IP) y contralateral (CL)
(Paneles A y C). Las marcas fluorescente de GLUT-1 en rojo, GFAP (verde) y el marcador nuclear
(DAPI) en azul. Paneles B y D representacion grafica de las imagenes (n = 6). Anova, Tukey
***n<0.001, **p<0.05. Escala de la barra= 10 pm.
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6. DISCUSION

LA ISQUEMIA CEREBRAL DISMINUYE EL NIVEL DE EXPRESION DE
GLUT-1 EN NEURONAS Y ASTROCITOS

Mas que cualquier otro érgano, el cerebro es totalmente dependiente de un
suministro continuo de glucosa en circulacién para cubrir su alto metabolismo
energético (Duelli y Kuschinsky, 2001). Alrededor del 85% del gasto energético a
nivel cerebral ocurre en neuronas (Attwell y Laughlin, 2001), tipo celular que expresa
principalmente al transportador de glucosa de alta afinidad GLUT-3. Sin embargo, se
ha reportado que las neuronas del hipocampo incrementan la expresion de GLUT-1
en respuesta al dafio ocasionado por la IC, por lo que puede representar una
respuesta a estrés (Dwyer et al., 2002). La expresion de este transportador también
se encuentra incrementada en respuesta a una variedad de estimulos como son:
factores de crecimiento, activacion oncogeénica, hipoglicemia e hiperglicemia
(Murakami et al., 1992, Klip et al., 1994, Estrada et al., 1994, Massa y Swanson,
1996). Este aumento en la expresion de GLUT-1 puede representar una estrategia
defensiva destinada a la reposicion de las reservas energéticas del cerebro y
consecuentemente a la estabilizacion del potencial de membrana y de otras
funciones neuronales primordiales (Lee y Bondy, 1993). Por esta razon, en el
presente estudio decidimos evaluar el efecto de la IC y el tratamiento con el EAE en
la inmunoreactividad de GLUT-1 en neuronas y astrocitos.

Observamos que 2I/2R disminuyen el nivel de la proteina GLUT-1enla CZy
el ES del hemisferio IP a la lesibn. De manera similar, se ha observado que en
células de retina la vida media de la proteina GLUT-1 (7 h) disminuye en un 50% en
la membrana plasmatica cuando existe una sobre exposicidon (4 h) a estrés oxidativo.
Esta disminucion esta asociada a un aumento en la internalizacion de GLUT-1
seguida de su degradacién via proteosoma (Fernandes et al., 2011). Se sabe que las
ERO (las cuales se producen en gran cantidad durante un evento isquémico) inician
una cascada de oxidacion especialmente de fosfolipidos, afectando la membrana

celular y numerosas estructuras intracelulares, lo que puede estar alterando la
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estabilidad de proteinas de membrana (e. g. el transportador de glucosa) (Martinez-
Orgado et al., 1999, du Plessis and Johnston, 1997).

En astrocitos observamos que 2I/2R inducen una reduccion significativa en el
nivel de la proteina GLUT-1 mayor que el observado en neuronas. Este evento
podria explicarse considerando que GLUT-1 es el principal transportador en
astrocitos. A nivel neuronal observamos que el nivel de la proteina GLUT-1
disminuye significativamente después de 2I/2R. Las neuronas son las células
cerebrales mas susceptibles al déficit energético, ya que no cuentan con fuentes
secundarias de energia como los astrocitos (Wiesinger et al., 1990, Bergbauer et al.,
1996). La excitotoxicidad por glutamato puede ser un factor asociado a la
disminucién de la expresion de GLUT-1. La prolongada sobre activacion de los
receptores a glutamato resulta en un aumento en la entrada de Ca?" alterando la
bioenergética mitocondrial, la homeostasis ionica y la integridad celular (Choi, 1987,
Tymianski et al., 1993, Budd y Nicholls, 1996, Atlante et al., 1996). Estos eventos a
su vez incrementan la formacion de ERO (Atlante et al., 1996) y dafan las
estructuras celulares incluyendo la membrana plasmatica.

Por otra parte, se ha demostrado que el estrés oxidativo inducido por la
disminucién en el nivel de glucosa, puede alterar vias de sefializacion que conducen
al incremento en la expresion de los GLUTs (Lee et al., 1998, Blackburn et al., 1999).
Se ha demostrado la activacion de la via de las MAPK y consecuentemente de
factores de transcripcion como AP-1 (Spitz et al., 2000) y HIF-1a (Alfranca et al.,
2002). HIF-1a es fundamental en la respuesta adaptativa en situaciones de
isquemia/hipoxia (Semenza, 1998, Sharp et al., 2004), incrementando la expresion
de genes entre los que se encuentra GLUT-1 (Baranova et al., 2007, Mobasheri et
al., 2005).

En el trabajo realizado por Gomez-Martinez (2009) demostré que la IC
induce un incremento significativo en el nivel de expresion del mMRNA de GLUT-1
después de 2 h de isquemia y 12 h de reperfusién, posiblemente como un
mecanismo de respuesta a la IC asociado con la estabilizacion y activacion de HIF-
1a. Este trabajo estd apoyado por otros en donde se demuestra que la proteina de

GLUT-1 se expresa después de tiempos prolongados de reperfusiéon, a los cuales
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HIF-1a se estabiliza. Estos datos apoyan que 2I/2R no son suficientes para inducir
un aumento en el nivel de expresion de la proteina GLUT-1.

Nuestros resultados mostraron una disminucién de la marca neuronal con
NeuN, lo que indica una disminucion en la viabilidad neuronal en la region IP.
Previamente se ha demostrado que la inmunoreactividad de NeuN diminuye
principalmente en corteza fronto-parietal (Fudong et al., 2009); sin embargo, en el
presente trabajo el andlisis abarco solo parte de la corteza fronto-parietal y se incluy6
parte del estriado; esto podria explicar que la sefial no disminuya considerablemente
como se ha observado en otros trabajos.

El metabolismo de la glucosa es regulado por diversas vias de sefializacion,
entre estas destaca la via PI3K/Akt, que regula la captura de glucosa a través de la
regulacion de la transcripcion (Barthel et al., 1999) y el trafico de GLUT-1 (Kan et al.,
1994, Edinger y Thompson, 2002, Rathmell et al., 2003, Wieman, 2007). Ademas,
esta via se encuentra afectada bajo condiciones de I/R cerebral (Edinger y
Thompson, 2002). Se ha observado que el estrés oxidativo puede inactivar a Akt,
incrementando asi el grado de internalizacion de GLUT-1 (Fernandes et al., 2011).
La disminucién que observamos de la proteina GLUT-1 en neuronas y astrocitos
después de 21/2R puede estar asociada a la inhibiciéon de la via PI3K/Akt, critica en el

transporte 6ptimo de glucosa (Chang et al., 2009).

EL EAE INCREMENTA EL NIVEL DE EXPRESION DE GLUT-1 EN
NEURONAS Y ASTROCITOS.

Se ha demostrado que el EAE tiene propiedades terapéuticas, asociadas
principalmente al efecto antioxidante de varios de sus componentes, que tiene como
resultado la disminucion de las ERO producidas después de un evento de I/R (Borek,
2001, Aguilera et al., 2010); sin embargo, no se ha profundizado en los mecanismos
moleculares involucrados.

En este trabajo se demostré que el EAE incrementa la inmunoreactividad de
la proteina GLUT-1 en la CZ y ES del hemisferio IP a la lesion comparado con la de
animales sometidos a 2I/2R. El EAE puede estar regulando la actividad de una gran

variedad de moléculas y vias de sefalizacion como la via de Akt. Se ha comprobado
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que la degradacion de GLUT-1 a través del proteosoma se activa cuando Akt se
encuentra inhibida como consecuencia del estrés oxidativo (Fernandes et al., 2011).
Las propiedades antioxidantes de los componentes del EAE pueden atrapar ERO y
consecuentemente prevenir la inhibicion de Akt y la degradacion de GLUT-1 o
promover su trafico hacia la membrana. De hecho, el ensayo de inmunofluorescencia
muestra un incremento en la inmunoreactividad de GLUT-1 que podria estar
asociado a un incremento en el trafico vesicular.

En nuestros resultados también mostraron que el EAE evita la disminucion
de la marca de NeuN en la CZ apoyando el efecto protector del EAE previamente
reportado por Aguilera y colaboradores (2010). La marca de GLUT-1 en neuronas fue
mayor que en astrocitos, resultado importante, ya que estas células no cuentan con
reservas de glucosa (Wiesinger et al., 1990, Bergbauer et al., 1996) y necesitan
mayor captura de glucosa para mantener su elevado metabolismo energético.

También se observé un incremento en la expresion de GLUT-1 en astrocitos;
sin embargo, en estos ensayos se observd que la mayoria de la marca de GLUT-1
no colocaliza con las marcas de GFAP. Estos resultados nos indicaron que la
localizacion de GLUT-1 esta asociada a otras estirpes celulares como células
endoteliales o neuronas.

Los astrocitos son células mas resistentes al dafio producido por la IC ya que
cuentan con reservas de glucégeno (Bergbauer et al., 1996) y son capaces de
sobrevivir a periodos extensos de hipoxia solo con la produccion anaerobica de ATP
(Swanson, 1992). Es posible que los astrocitos al contar con reservas de glucosa y
sustratos secundarios para la sintesis anaerébica de ATP no necesiten incrementar
la captura de glucosa. Por lo tanto, es posible que el EAE no tenga un efecto tan
pronunciado en estas células después de 2I/2R, quizads porque las células aun
cuenten con reservas disponibles de glucosa para tolerar el dafio ocasionado por la
IC.

En la IC no existe una adecuada produccién de ATP, lo que provoca un
incremento en los niveles de AMP. Esta molécula activa vias de sefializacién que
promueven el transporte de glucosa (Hill y Hachinski, 1998, Maiese, 1998, Weisova,

2009) como a la AMPK. La activacion de AMPK puede mejorar la captura de glucosa
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al inducir el trafico vesicular e incrementar la concentracion de GLUT-1 a nivel de
membrana plasmatica. También existen datos que demuestran que la AMPK
incrementa la expresion de GLUT-1 en células de Sertoli (Galardo et al., 2007).
Nuestros resultados demostraron que el EAE incrementa la expresion de GLUT-1,
posiblemente asociado a una reorganizacion vesicular, pero sera necesario realizar
experimentos adicionales para demostrarlo. Asimismo, este incremento podria estar
asociado al efecto protector asociado al EAE.

En este trabajo se concluy6 que la isquemia disminuye el nivel de la proteina
GLUT-1 en neuronas y astrocitos localizadas en la CZ y ES en el hemisferio
ipsilateral a la lesion. Ademas se demostrd que el EAE permitié la recuperacion del
nivel de la proteina GLUT-1 en ambas zonas (CZ y ES) del hemisferio lesionado.
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8. Anexos

8.1 A) llustracion del tipo de corte coronal realizado para obtener la corteza y

estriado cerebral de la rata. B) Region fotografiada para realizar la cuantificacién de

la inmunofluorescencia.
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8.2. Preparacion PAF al 4%

Pesar el PAF (40 g) y colocarlo en 1 L de PBS (0.1 M). Agitar con una mosca
magnetizada (para disolver el PAF) aproximadamente a 70°C hasta que el PAF se
torne transparente. Evitar el sobrecalentamiento (ya que el PAF puede tornarse color
ambar). Es importante sellar el vaso de precipitado con papel aluminio con la
finalidad de evitar inhalar el PAF de forma directa, ya que el PAF es un potente
agente fijador de tejidos. También es importante tener un lugar abierto para la
preparacion del PAF.

8.3. Preparacion de portaobjetos con gelatina al 0.5%

Verter el agua destilada y agregar la gelatina (5 g) en 1000 mL de agua destilada y
calentar hasta que se diluya la gelatina. Retirar el recipiente del calor (evitando la
formacion de burbujas) y retirar el exceso de espuma con una toalla de papel.
Introducir los portaobjetos uno por uno con una pinza y mantenerlos sumergidos
aproximadamente durante 5 segundos. Secar los portaobjetos al aire libre a
temperatura ambiente (evitando el polvo). El objetivo de la gelatinizacién es lograr
una mayor adhesion del material biologico por aumento de la tension superficial.
Para verificar la buena gelatinizacion, se escoge un portaobjetos seco, se agrega una

gota de agua y se inclina. La gota no debe resbalarse.
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Tabla 1. Conteo de células positivas a NeuN y Glutl. A) Nivel de GLUT-1/NeuN
total, B) Nivel de GLUT-1/NeuN en corteza y C) Nivel de GLUT-1/NeuN en estriado.
Todos los resultados obtenidos fueron normalizados con el nimero de ndcleos

(tincion con DAPI).
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Tabla 2. Conteo de células positivas a GFAP y Glutl. A) Nivel de GLUT-1/GFAP
total, B) Nivel de GLUT-1/GFAP en corteza y C) Nivel de GLUT-1/GFAP en estriado.
Todos los resultados obtenidos fueron normalizados con el nimero de nucleos

(tincion con DAPI).
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