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1. RESUMEN 

 

El infarto cerebral es la tercera causa de muerte en el mundo, y la primera causa de 

discapacidad en países industrializados (SINAIS 2008). En la actualidad, la terapia 

trombolítica es el único tratamiento aprobado para tratar el infarto cerebral isquémico 

agudo; sin embargo, existen riesgos secundarios asociados a la recuperación del flujo 

sanguíneo (reperfusión), por ejemplo, el incremento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ERO). El resveratrol (RSV) es un polifenol abundante en diversos 

frutos y semillas. Su estructura es propicia para secuestrar ERO por los radicales 

hidroxilo localizados en los anillos aromáticos. Además, se ha reportado que tiene 

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anticarcinogénicas (antiproliferativas) 

(Suenaga et al, 2008). El factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1) es una 

citocina multifuncional involucrada en la proliferación, diferenciación, regulación de la 

matriz extracelular y en la supervivencia celular; también se ha mostrado que tiene 

efectos antiinflamatorios, antioxidantes y anticarcinogénicos (Suenaga et al, 2008). Ya 

que estas últimas propiedades coinciden con las del RSV, sugerimos que el TGF-β 

podría estar involucrado en algunos de los efectos que se han atribuido al RSV. En 

diferentes modelos animales de daño cerebral isquémico, se ha demostrado que el 

RSV administrado antes y/o durante la isquemia, o bien, en varias dosis durante la 

reperfusión, tiene un efecto protector; no obstante, durante los primeros 30 minutos 

de la reperfusión se produce la mayor cantidad de ERO por lo que consideramos 

importante caracterizar el efecto del RSV después de una dosis única administrada al 

inicio de la reperfusión. HIPÓTESIS. La administración de RSV al inicio de la reperfusión 

reduce la cantidad de ERO, así como la cantidad de células degeneradas durante la 

reperfusión y aumenta los niveles del ARNm del TGF-β1 en el modelo de isquemia 

cerebral inducido por 2 h de MCAO (Oclusión de la Arteria Cerebral Media, por sus 

siglas en inglés, Middle Cerebral Artery Oclusion). MÉTODOS. Para comprobar ésta 

hipótesis, se investigó el efecto protector del RSV en ratas sometidas a MCAO 

transitoria. Ratas macho Wistar (250-320 g) fueron asignadas al azar en 6 grupos 

experimentales: control (CT); control + vehículo (etanol al 50 % y 7 %) (CT+VH), control 

+ RSV (CT+RSV); isquémico/reperfundido (IR), IR + vehículo (IR+VH) e IR + RSV 

(IR+RSV). El RSV (1 mg / kg, i.v.) se administró al inicio de la reperfusión por la vena 
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caudal mientras la rata estaba anestesiada. Se utilizó fluoro-jade (FJ) para identificar 

neuronas degeneradas y se utilizó etidina para medir la producción de ERO en la 

corteza frontoparietal de ambos hemisferios. El número de células totales se obtuvo 

mediante el recuento de núcleos teñidos con Hoechst (HCT) (se consideró como el 

100%). Para medir los niveles del ARNm del TGF-β1, se extrajo el ARN total a partir de 

la corteza ipsilateral a la lesión y se realizó un RT-PCR en tiempo real utilizando el 

método ΔΔCt comparativo. RESULTADOS. Se encontró que en el hemisferio ipsilateral 

a la lesión, la isquemia cerebral indujo degeneración celular. La densidad de células 

positivas a FJ (CFJ+) aumentó un 96% en el grupo IR con respecto al CT. El tratamiento 

con RSV previno el daño inducido por la isquemia: el grupo IR+RSV (3.5%) no mostró 

diferencias significativas con el grupo CT (1.9%). El grupo IR+VH, en el que se 

administró etanol al 50%, el número de neuronas degeneradas bajó un 54% con 

respecto al grupo IR, lo que implica un efecto protector por parte del etanol. Por otro 

lado, las células marcadas con etidina mostraron una disminución de ERO del 9% 

(grupo IR+RSV) con respecto a un 45.6% del grupo IR. Sin embargo la administración 

del etanol al 50% aumentó los niveles de ERO un 87%, mostrando la capacidad 

prooxidante del etanol. Los niveles del ARNm del TGF-β1 a las 24 h de reperfusión 

disminuyó en todos los grupos y no hubo diferencias significativas entre ellos. Los 

niveles del ARNm del TGF-β1 a las 4 h de reperfusión aumentó en respuesta a la 

isquemia (68.7%, grupo IR), al vehículo (65.5%, grupo CT+VH) y al RSV (80%, grupo 

CT+RSV; 93%, grupo IR+RSV). Por otra parte, los niveles del ARNm de TGF-β1 

disminuyeron 41.2% en el grupo al que se le administró el etanol después de la 

isquemia (IR+VH). CONCLUSIÓN. La administración de RSV al inicio de la reperfusión 

reduce la cantidad de ERO, así como la cantidad de células degeneradas a 24 h de 

reperfusión y los niveles de ARNm del TGF-β1 aumentan a 4 h de reperfusión en el 

modelo de isquemia cerebral inducido por 2 h de MCAO. Por lo que el efecto del 

RSV podría estar asociado tanto a la disminución de ERO y a la 

sobreexpresión de  TGF-β1. 
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2. ABREVIATURAS. 

 

Δp = Potencial Electroquímico 

·OH = Radical Hidroxilo 

ADN = Ácido desoxiribonucléico 

ADNc = ADN complementario 

ARN = Ácido ribonucléico 

ARNm = ARN mensajero 

ARNr = ARN ribosomal 

ATP= Adenosine Triphosphate (Adenosin trifosfato) 

CBF = Cerebral Blood Flow (Flujo sanguíneo cerebral) 

CNS = Central Nervous System (Sistema nervioso central) 

COX = Ciclooxigenasa 

DA = Despolarización Anóxica 

DAG = Diacilglicerol 

DHBA = Dihydrobenzoic Acid (ácido dihidrobenzóico) 

DPI = Despolarización en Periinfarto 

ERO = Especies Reactivas de Oxígeno 

EtOH = Etanol 

GSH = Glutatión 

H2O2 = Peróxido de Hidrógeno 

IA = Intra Arterial 

IGF-1 = Insulin-like growth factor 1 (factor 1 de crecimiento parecido a insulina) 

INNN =  Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

IP3 = Inositol Trifosfato 

ISMADs = SMADs inhibitorios 

LTP = Long Term Potentiation (Potenciación a largo plazo) 

MCAO = Middle Cerebral Artery Occlusion (Oclusión de la arteria cerebral media) 

MDA = Malondialdehído 

mitoK+
ATP = Canal de Potasio Sensible a ATP en la mitocondria 

NADPH = Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato 

NO = Nitric Oxide (Óxido nítrico) 
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NOS = Nitric Oxide Synthase (Óxido nítrico sintetasa) 

O2
- = Anión superóxido 

ONNO- = Peroxinitrito 

PIP2 = Fosfatidil Inositol Bifosfato 

PKC = Proteína Cinasa C 

PTP = Permeability Transition Pore (Poro de transición mitocondrial) 

RSV = Resveratrol 

SD = Spreading Depolarization (Despolarización repetida) 

SMAD = Proteínas homólogas de la proteína de Drosophila, Mothers Against 

Decapentaplegic (MAD) y de la proteína de Caenorhabiditis elegans SMA (del gen sma 

por small size (pequeño) 

SNC = Sistema Nervioso Central 

SOD = Súper Óxido Dismutasa 

SS = Solución salina 

TβR = Receptor de TGF-β 

TGF-β =Transforming Growth Factor Beta (Factor de cremicimento transformante 

Beta) 

tPA = tissue Plasminogen Activator (Activador trombolítico de plasminógeno tisular) 
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3. INTRODUCCIÓN  

  

3.1. Isquemia cerebral 

 

La patología vascular cerebral es una alteración neurológica, que se caracteriza 

por la aparición brusca, generalmente sin aviso, de síntomas que pueden variar 

dependiendo del área del cerebro afectada; entre los síntomas se pueden incluir 

trastornos en el lenguaje, confusión, cambios en la visión, rigidez y dificultad para 

controlar los músculos durante 24 horas o más, causando secuelas e incluso la muerte. 

La patología vascular cerebral destaca como la tercera causa más común de muerte y 

la principal causa de invalidez en países industrializados (Lakhan et al, 2009, Gabryel 

et. al., 2012, Huang et al., 2004, Liu et al., 2011). En promedio, cada 4 minutos, alguien 

muere de un evento vascular cerebral (infarto cerebral) (Fundong et al., 2010), y se 

pronostica que 1/6 de los seres humanos sufrirán al menos un infarto cerebral en sus 

vidas (Seshadri et al., 2006).  

 

Un infarto cerebral puede ser de tipo isquémico cuando una arteria se obstruye 

produciendo una interrupción o pérdida repentina del flujo sanguíneo cerebral (CBF, 

por sus siglas en inglés, Cerebral Blood Flow) o bien, ser el resultado de la ruptura de 

un vaso, es decir de tipo hemorrágico, dando lugar a un derrame. Los eventos de tipo 

isquémico comprenden cerca del 87% de los casos, y en su mayoría resultan de una 

oclusión trombótica o embólica de una arteria cerebral mayor (generalmente la arteria 

cerebral media, MCA, por sus siglas en inglés, Middle Cerebral Artery) o sus ramas 

(Durukan et al., 2007, Rink et al., 2011, Liu et al., 2011). El 10% de los casos son 

hemorragias intracerebrales, en los cuales se observa una acumulación de sangre 

dentro del parénquima cerebral producida por la rotura espontánea de vasos 

profundos la cual no es traumática; mientras que el 3%, son ataques hemorrágicos 

subaracnoideos, que ocurren cuando un aneurisma se rompe en la superficie del 

cerebro o cerca de éste y sangra en el espacio ubicado entre el cerebro y el cráneo 

(Cabrera, 2008).  
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Existen dos estrategias terapéuticas para disminuir el daño inducido por la 

isquemia cerebral: la finalidad de la primera es restaurar el CBF (reperfusión) a la 

región comprometida a través del uso de trombolíticos, antitrombóticos y 

medicamentos antiagregantes (Gabryel et al, 2012). PROACT II es el primer ensayo 

multicéntrico aleatorizado de trombólisis en pacientes con infarto agudo de duración 

de menos de 6 horas causado por la MCAO en donde utilizaron la prourocinasa intra-

arterial (r-proUK);  en éste se observó que el tratamiento con r-proUK IA (Intra Arterial) 

dentro de las 6 horas del ataque isquémico causado por la MCAO, mejoró 

significativamente los resultados clínicos a los 90 días (Furlan et al., 2003; Fisher et al., 

2000). En otro estudio se utilizó Ancrod (un agente desfibrinogenizante derivado de 

víboras de Malasia) pero en un periodo de 3 horas (Fisher et al., 2000; Sherman et al., 

2000); este tratamiento produjo un perfil de riesgo favorable para los pacientes con 

accidente cerebrovascular isquémico agudo.Sin embargo, sólo la administración del 

trombolítico denominado activador de plasminógeno tisular (tPA, por sus siglas en 

inglés, Tissue Plasminogen Activator) está aprobada como tratamiento por la FDA (por 

sus siglas en inglés, Food and Drug Administration). Es una serina proteasa involucrada 

en la plasticidad neuronal y en la muerte celular cerebral inducida por excitotoxinas en 

isquemia. Ésta enzima, cataliza la conversión del plasminógeno en plasmina, una 

proteasa activa (Docagne et al., 1999).El tPA rompe la cadena única del plasminógeno 

en dos cadenas unidas por un enlace disulfuro y la molécula resultante es denominada 

plasmina. Desafortunadamente, el uso del tPA es limitado a complicaciones de alto 

riesgo hemorrágico y a una ventana terapéutica muy corta (3 horas) (Docagne, 1999; 

Fisher, 2000).  

 

A pesar de existir agentes terapéuticos capaces de disminuir el daño inducido 

por la isquemia, las terapias usadas han fallado en todos los estudios en donde se 

presentaban pacientes con un infarto de por lo menos 3 horas de duración, por 

diversas razones: el desajuste en la perfusión y difusión de la sangre, hemorragias, 

lesiones secundarias a la reperfusión, etc; (Fisher et al., 2000). Por lo anterior, se ha 

puesto en evidencia la necesidad de encontrar una estrategia terapéutica 

complementaria, la cual debe tener como propósito incrementar la respuesta 
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citoprotectora endógena y/o reducir la activación de rutas metabólicas que ocasionan 

daño celular.  

 

 Lo anterior nos abre pauta para la segunda estrategia terapéutica, la 

neuroprotección, que hace referencia al efecto de cualquier sustancia o molécula 

química o biológica, con efectos protectores en el sistema nervioso que previenen, 

mitigan o retrasan los procesos neurodegenerativos propios de enfermedades o 

lesiones cerebrales. Los compuestos neuroprotectores evitan la muerte de las 

neuronas o su degeneración. 

 

 

3.1.1.  Definición de área de infarto y penumbra 

 

Como consecuencia del accidente isquémico, pueden distinguirse dos zonas 

principales en la lesión: el área de infarto (región de isquemia severa) y la zona de 

penumbra (región que rodea el área de infarto y lo separa del tejido sano). En el área 

de infarto el CBF se encuentra por debajo del 25% al 10% por lo que se observa la 

pérdida de oxígeno y glucosa, con la resultante disminución de las reservas de energía. 

La isquemia severa puede resultar en necrosis  neuronal y también puede provocar la 

pérdida de elementos celulares de apoyo (i. e. células gliales) dentro del área de 

infarto. Debido a que el tejido localizado dentro de la zona de penumbra está irrigado 

por arterias colaterales, el daño evoluciona lentamente y el tejido puede mantenerse 

viable por varias horas. Sin embargo, las células de esta región morirán si la 

reperfusión (reingreso del CBF) no se restablece durante las próximas horas, ya que la 

circulación colateral es inadecuada para mantener la demanda neuronal de oxígeno y 

glucosa indefinidamente.  

 

Se ha observado que en la zona de penumbra se activan mecanismos 

endógenos de neuroprotección. El concepto de neuroprotección en isquemia cerebral 

está altamente apoyado por la existencia de la penumbra. Existen diferentes regiones 

en la zona de penumbra: (i) la región de muerte neuronal selectiva, adyacente al 

infarto; (ii) la región de desnaturalización de proteínas, donde se da la inducción de 
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proteínas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés, heat shock protein); (iii) la 

región que carece de perfusión y reperfusión, donde se expresa el factor inducible por 

hipoxia 1 (HIF-1) y (iv) la región más externa, inducida por una onda de despolarización 

anóxica que activa genes de expresión temprana (e. g. c-fos) (figura 1). En la zona de 

penumbra, se observa el decremento gradual del CBF, aunque menor que en el área 

de infarto, lo que conduce bajo ciertas condiciones a una forma retrasada de muerte 

celular por apoptosis, a un incremento en la activación de rutas moleculares y 

consecuentemente muchas alteraciones metabólicas. Por ello, la zona de penumbra es 

considerada como el área que puede ser recuperada con el empleo de una terapia 

neuroprotectora (Gabryel el tal., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
anóxica 
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3.2. Principales mecanismos de daño en la cascada isquémica 

 

Las características del daño causado por la isquemia cerebral dependen de la 

severidad y duración de la reducción del CBF. Los mecanismos principales causantes de 

daño en la cascada isquémica incluyen: falla de energía, elevación del nivel de Ca2+ 

intracelular, exictotoxicidad por glutamato, ondas de despolarización anóxica, 

generación de radicales libres, ruptura de la barrera hematoencefálica, inflamación y 

apoptosis (figura 2) (Durukan et al., 2007). 

 

 

 3.2.1. Falla energética. La primera consecuencia que tiene la reducción 

del CBF es el agotamiento de sustratos necesarios para llevar a cabo la fosforilación 

oxidativa y producir energía. La privación de oxígeno y  glucosa ocurre en cuestión de 

minutos y dado que las neuronas no tienen reservas energéticas, las consecuencias 

que acarrea pueden ser múltiples. Por un lado, causa acumulación de lactato por la 

activación de la glucólisis anaerobia. La acidosis láctica acelera la formación de 

radicales libres, interfiriendo con la síntesis de proteínas y empeorando el daño celular 

(Durukan et al., 2007; Huang et al., 2004). Por otro lado, la falla de energía provoca la 

perturbación de la actividad de proteínas dependientes de ATP (Adenosin Trifosfato 

por sus siglas en inglés, Adenosine Triphosphate) como las bombas de Na+/K+, Ca2+/H+ y 

Na+/Ca2+ que participan en el mantenimiento de los gradientes iónicos y cuya pérdida 

induce ondas de despolarización (Durukan et al., 2007) (Figura 2).  

 

 

3.2.2. Onda de despolarización anóxica (DA). En la isquemia cerebral, la 

falla de la bomba de Na+/K+ causada por el agotamiento de ATP, resulta en una onda 

de despolarización dispersiva (SD, por sus siglas en inglés, Spreading Depolarization) de 

neuronas y glía referida como despolarización anóxica (DA). La DA se propaga a través 

del infarto provocando la hinchazón dramática de neuronas y glía. Sin la reperfusión 

inmediata, las ondas de DA definen la región primaria de la muerte neuronal aguda, es 

decir el área de infarto. Las ondas de DA que se expanden a través de la zona de 

penumbra, la cual está metabólicamente comprometida que rodea el área de infarto, 
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se convierten en despolarización transitoria, llamada despolarización en periinfarto 

(DPI). La DPI ocurre espontáneamente durante varios días en la lesión. Cada DPI se 

inicia por la elevación en la concentración de K+; por el glutamato, producto de 

despolarización mantenida en el área de infarto y por la necrosis en el área de infarto. 

La DPI se propaga desde el área de infarto hasta el tejido sano, siguiendo un gradiente 

decreciente de estrés metabólico, donde la repolarización ocurre relativamente rápido 

porque las fuentes de energía no están comprometidas. Es decir, la despolarización y 

propagación (e. g. SD) depende del grado del compromiso del metabolismo local: 

aunque las SDs que duran poco resisten en tejido sano, las SDs con mayor duración 

son dañinas en tejido metabólicamente comprometido. Además, la perfusión puede 

disminuir transitoriamente durante una SD provocando la expansión de la corteza 

hipoperfundida. De esta manera,  la despolarización y la actividad hemodinámica de 

SDs recurrentes contribuye al crecimiento del infarto abarcando el área de penumbra, 

siendo el colapso de la homeostasis iónica, la marca de SD (Risher et al., 2010).  

 

 

3.2.3. Excitotoxicidad.Con la falla de energía, el potencial de membrana se 

pierde y las neuronas y la glía se despolarizan, con la consecuente liberación excesiva 

de aminoácidos excitadores (i. e. glutamato y aspartato) al compartimento sináptico. 

La activación excesiva de receptores de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) 

resulta en la desregulación retardada de Ca2+, un proceso dependiente del Ca2+ 

externo. La mitocondria internaliza la mayoría del Ca2+ que entra a la célula durante la 

activación del receptor NMDA; cuando el Ca2+ citoplasmático libre sobrepasa su 

capacidad amortiguadora, se observa un daño mitocondrial irreversible (Nicholls et al., 

2000).La generación de ERO por la mitocondria aumenta en las neuronas expuestas a 

glutamato, y la neuroprotección brindada por los antioxidantes sugiere que éstos 

radicales tienen un importante papel en la muerte celular y en la desregulación 

retardada de Ca2+ (Nicholls et al., 2000). 

 

En una mitocondria con energía, el consumo de Ca2+ a través de la membrana 

interna es mediada por el uniporter de Ca2+ mitocondrial y/o el modo de absorción 

rápida, además el canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC, por sus siglas en 
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inglés, voltage-dependent anion channel) en la membrana externa puede modular el 

acceso de Ca2+ al espacio intermembranal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación de  los principales eventos que ocurren después de la oclusión arterial y la 
reperfusión subsecuente (figura modificada de Durukan et al., 2007). 

 

 

La entrada de Ca2+ a la mitocondria puede provocar la despolarización 

mitocondrial de dos maneras; la primera involucra la despolarización parcial, la cual 

ocurre como resultado del transporte de Ca2+ hacia la matriz y el consecuente 
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aprovechamiento del gradiente de protones. Ésta despolarización se revierte cuando la 

acumulación de Ca2+ se completa y se asemeja a la producida por el aumento en el 

recambio de ATP, esto refleja una población sana y activa de mitocondrias. En el 

segundo mecanismo, la acumulación excesiva de Ca2+ puede provocar la 

despolarización irreversible de la mitocondria con activación consecuente del poro de 

transición mitocondrial (PTP, por sus siglas en inglés, Permeability Transition Pore). El 

incremento en la permeabilidad mitocondrial debido a la formación del PTP ocurre 

bajo condiciones isquémicas y lleva a un aumento de ERO y a la liberación de 

moléculas apoptóticas. 

 

La función primaria de la mitocondria es la generación de ATP, un proceso que 

requiere que el potencial electroquímico (Δp) se mantenga al 80% o al 90% de su 

máximo nivel. Un colapso extenso del Δp producido, por ejemplo, por la operación del 

PTP no sólo detendrá la síntesis de ATP sino que también resultará en la inversión de la 

actividad de ATP sintetasa, lo que puede provocar el rápido consumo del ATP 

citoplasmático. Además, la generación de ERO por la mitocondria es dependiente del 

alto potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) y se incrementa en la mitocondria con 

la acumulación de Ca2+.  

 

El Ca2+ juega un papel único en la patofisiología isquémica al activar enzimas 

dependientes de Ca2+ que inducen la formación de radicales libres (e. g. formación de 

óxido nítrico por la sintetasa dependiente de calcio [NOS, por sus siglas en inglés, Nitric 

Oxide Synthase]), la inflamación (e. g. Activación TGF-β dependiente de SMAD), la 

activación de enzimas como la proteína cinasa C (PKC) (que requiere de calcio, 

diacilglicerol (DAG) y un fosfolípido para su activación a través de la fosfolipasa C) y 

tiene como consecuencia la disfunción mitocondrial y la apoptosis (por la δPKC) 

cuando hay un exceso de ERO o la activación de las proteínas MAPK de supervivencia 

por la εPKC cuando hay un nivel medio de ERO (Thompson et. al., 2012), la fosfolipasa 

A2 (que provocan la acumulación del Ca2+ en los líquidos inflamatorios [edema, 

exudado] y en el plasma), la fosfolipasa C (que cataliza la reacción química entre el 1-

fosfatidil-1D-mio-inositol a,5-bifosfato (PIP2) y el agua dando como resultado inositol 

1,4,5-trifosfato (IP3) y el DAG); la ciclooxigenasa (COX) (que produce prostaglandinas a 
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partir de ácido araquidónico), la calpaína (responsable de la proteólisis neutra calcio-

dependiente en virtud de un dominio de unión a calcio homólogo a la calmodulina), 

proteasas (que rompen los enlaces peptídicos de las proteínas usando la molécula de 

agua, implicadas en el sistema de complemento, vías de apoptosis, etc.) y 

endonucleasas (que cortan dos enlaces fosfodiéster en la doble hebra del ADN, dando 

lugar a dos extremos). De esta manera, el incremento excesivo del Ca2+ intracelular,  

termina alterando respuestas celulares como la proliferación, la diferenciación celular, 

la apoptosis, las funciones endócrinas, la función de canales iónicos y la 

neurotransmisión. Además, se forman productos citotóxicos tales como radicales 

libres y leucotrienos, e inducción del proceso de inflamación, que en conjunto tienen 

como consecuencia la inducción de la muertes celular apoptótica y necrótica (Nicholls 

et al., 2000). 

 

 

 3.2.4. Ruptura de la barrera hematoencefálica. El daño del endotelio 

vascular durante la isquemia está asociado a la hipoxia, la presencia de moléculas 

inflamatorias, radicales libres y especialmente a la destrucción de la lámina basal por 

las metaloproteinasas de la matriz, las cuales son causas potenciales de la ruptura de 

la barrera hematoencefálica. Este proceso es causa de un edema vasogénico, flujo de 

sustancias tóxicas, inflamación y presumiblemente complicaciones hemorrágicas 

después del evento isquémico. El edema cerebral agrava el proceso isquémico por el 

efecto volumétrico causando compresión local de la microcirculación, aumento de 

presión intracraneal y trastornos en partes del cerebro. Por otro lado, la restauración 

tardía del flujo sanguíneo en la isquemia transitoria parece agravar el daño sobre todo 

el causado a la barrera hematoencefálica, el cual ocurre más temprano que en la 

isquemia permanente (Durukan et al., 2004). La ruptura de la barrera 

hematoencefálica continúa por varios días, incluso se observa semanas antes de 

alcanzar su configuración y funcionamiento normal.  

 

 

 3.2.5. Inflamación. La reducción del CBF, causa el reclutamiento de 

neutrófilos (Schaller et al 2004) y leucocitos periféricos al tejido isquémico durante la 
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reperfusión. Todos contribuyen al daño obstruyendo la microcirculación, perturbando 

la barrera hematoencefálica y propagando la liberación de los mediadores de la 

inflamación, tales como el factor activador de plaquetas, el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α) e interleucina 1-β (IL-1β) (Fisher et al, 2000; Durukan et al, 2004), 

causando edema y un ataque hemorrágico subsecuente (Rink et al, 2011; Lakhan et al., 

2009).  

 

Por consiguiente, la expresión de moléculas de adhesión intercelulares (CAMs), 

P-selectinas y E-selectinas, regulada río arriba por las citocinas, se observa en la 

superficie del endotelio vascular, lo que permite la migración de los neutrófilos y el 

reclutamiento de los leucocitos desde la sangre al parénquima, seguidos de 

macrófagos y monocitos durante las primeras etapas de la isquemia (Durukan et al, 

2004, Fisher et al., 2000, Lakhan et al., 2009).Los neutrófilos son las primeras células 

inflamatorias que llegan al tejido isquémico después de unas horas de la reperfusión; 

los macrófagos y los monocitos llegan después de días. 

 

Las células inflamatorias activadas y las neuronas dañadas producen un gran 

número de mediadores tóxicos que pueden empeorar la isquemia. Por ejemplo, los 

neutrófilos que se filtran producen grandes cantidades tóxicas de óxido nítrico (NO,  

por sus siglas en inglés, Nitric Oxide) a través de la activación de NOS inducible. Las 

citocinas más estudiadas relacionadas a la inflamación en el ataque isquémico son el 

TNF-α, la IL-1β, la IL-6, la IL-20, la IL-10 y el TGF-β. Mientras la IL-1β y el TNF-α, parecen 

exacerbar el daño cerebral, el TGF-β y la IL-10 son moléculas con actividad 

neuroprotectora (Lakhan et al., 2009).  

 

 

 3.2.6. Contribución de células gliales. Las células de la microglía son los 

macrófagos residentes del cerebro y juegan un papel crítico como células fagocíticas 

en el sistema nervioso central (SNC). Después de su activación por la isquemia, la 

microglía se transforma en fagocitos que liberan una variedad de sustancias con 

actividad citotóxica y/o citroprotectora. Por un lado, la microglía ejerce protección 

produciendo moléculas neurotróficas como el factor neurotrófico derivado del 
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cerebro, factor 1 de crecimiento parecido a insulina (IGF-I, por sus siglas en inglés 

Insulin-like growth factor 1) y algunos otros factores de crecimiento. Por otro lado, 

existe evidencia sustancial que sugiere que la microglía activada en respuesta a la 

isquemia tiene el potencial de liberar varias citocinas proinflamatorias tales como el 

TNF-α, la IL-1β, y la IL-6, así como otras moléculas potencialmente cito tóxicas 

incluyendo NO, ERO (e. g. H2O2, ácido hipocloroso (HClO), radical hidroxilo (·OH), anión 

superóxido (O2
.-) y prostanoides (Lakhan et al., 2009). Datos basados en la radiación 

ósea en ratones con isquemia sugieren que la activación de la microglía residente 

antecede a la infiltración de macrófagos;  la mayoría de los macrófagos en el área de 

infarto se derivan de la microglía local.  

 

Además de la microglía, los astrocitos también desempeñan una función 

importante en la inflamación en el cerebro inducida por la isquemia. Bajo condiciones 

de deficiencia extrema de energía (tal como ocurre en la isquemia), los astrocitos, los 

cuales contienen reservas de glucógeno, pueden proveer temporalmente de sustratos 

energéticos a las neuronas al metabolizar la glucosa a lactato a través de la glicólisis 

(Gabryel et al., 2012). Durante la isquemia, los astrocitos protegen a las neuronas por 

múltiples mecanismos, incluyendo la regulación de la homeostasis iónica, el control de 

los niveles extracelulares de glutamato, y regulando la capacidad glucolítica; sin 

embargo bajo ciertas condiciones, los astrocitos activados contribuyen a la muerte 

celular isquémica. Los astrocitos, como la microglía, son capaces de secretar factores 

inflamatorios como las citocinas, quimiocinas y NO. Las respuestas inflamatorias en el 

cerebro dañado ejercerán efectos significativos en la viabilidad neuronal y en el estado 

y evolución de la enfermedad.  

 

 

 3.2.7. Cambios en neurotransmisores y substancias neuroactivas. En 

modelos animales la evaluación postmortem e in vivo de cambios neuroquímicos 

después de la isquemia ha mostrado que mientras el aspartato, glutamato, inosina, 

hipoxantina, adenosina y γ-aminobutirato incrementan en el periodo agudo isquémico, 

la glicina parece incrementar en la isquemia prolongada. Algunas sustancias 

neuroactivas incrementan en la región de penumbra, tales como tirosina hidroxilasa, 
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neuropéptido Y; y algunos como el neuropéptido Y, leu-encefalina, neurotensina y 

dinorfina aumentan en regiones que no están infartados como núcleo de la amígdala. 

Se obtuvieron resultados similares por el método de microdiálisis aplicado a pacientes 

con un infarto de MCA (Durukan et al., 2004).  

 

 

 3.2.8. Apoptosis. La apoptosis es un proceso de muerte celular auto-

destructiva que involucra la activación de un mecanismo codificado en el genoma de 

los eucariontes y que depende de ATP. Es desencadenada por muchos procesos, 

incluyendo la perturbación de la homeostasis de Ca2+ (Schaller et al., 2004). Las 

proteínas Bcl-2 que están en la superficie de la mitocondria, detectan el daño y activan 

a las proteínas Bax, que crean hoyos en la membrana mitocondrial, causando que el 

citocromo C salga de la mitocondria. Éste citocromo C se une al factor activador de la 

proteasa apoptótica 1 (Apaf-1), que flota libre en el citoplasma para formar un 

apoptosoma. Este complejo  se une a la caspasa 9 (las caspasas son una familia de 

proteasas de cisteína específicas de aspartato),  la cual se ancla a las proteínas de la 

membrana mitocondrial activando una cascada de señalización que induce la 

desnaturalización de proteínas y eventualmente la fagocitosis de la célula. La 

liberación de citocromo c y otras proteínas mitocondriales del espacio intermembranal 

al citosol es un paso comúnmente crítico en la muerte celular por apoptosis, que 

puede resultar de la disrupción de la membrana externa mitocondrial debido al 

hinchamiento asociado con la inducción del PTP (Durukan et al., 2004). 

 

La célula apoptótica presenta un número de características morfológicas: 

encogimiento del citoplasma, condensación de la cromatina, formación de vesículas en 

la membrana, fragmentación de la célula por la separación de protuberancias para 

formar pequeños cuerpos unidos a la membrana que contienen orgánulos intactos y/o 

grupos densos (cuerpos apoptóticos). Las células apoptóticas son removidas 

rápidamente por fagocitosis sin desencadenar una reacción inflamatoria. Debido a que 

el proceso consume energía, es posible solo en condiciones en donde se cuenta con 

suficiente ATP.  
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La apoptosis ocurre después del más mínimo daño isquémico, particularmente 

en la zona de penumbra, una región de tejido poco afectada por la reducción de 

oxígeno y el suministro de sustratos energéticos en comparación con el área de infarto 

(Gabryel et al., 2012). Algunos estudios han revelado que células con la morfología de 

apoptosis se detectan desde 1 y 2 h de reperfusión y alcanza su pico de 24 a 48 h del 

infarto (Liu et al., 2011; Schaller et al., 2004).  El citocromo c se detecta en el 

citoplasma de algunas neuronas, particularmente en el estriado, después de 90 min de 

MCAO y 4 h de reperfusión (Schaller et al., 2004). Después de la isquemia, la activación 

de las caspasas ocurre en respuesta a señales pro-apoptóticas tales como la regulación 

de Bcl-2 y Bax/Bid y la familia de receptores de muerte. También se ha reportado que 

las caspasas 1, 3, y 8 están involucradas en la isquemia cerebral (Fisher et al., 2000).  

 

 

 3.2.9.Generación de radicales libres (estrés oxidante). Un radical libre 

es una especie química (orgánica o inorgánica), que posee un electrón desapareado y 

que en general es extremadamente inestable y por tanto, tiene un gran poder 

reactivo. El estrés oxidante es identificado cuando las ERO atacan a las 

macromoléculas. Las ERO son producidas normalmente en el metabolismo celular y en 

sus actividades funcionales y cumplen diferentes papeles en la señalización celular. Sin 

embargo, cantidades excesivas de ERO reaccionan irreversiblemente con proteínas, 

fosfolípidos secundarios y ADN nuclear causando peroxidación lipídica, daño a la 

membrana (Gabryel et al., 2012), procesos de alteración celular y mutaciones del 

genoma. Las ERO pueden alterar procesos como el transporte de electrones en la 

mitocondria, provocar estrés del retículo endoplasmático y fallas del complejo NADPH 

oxidasa (NOX) en las membranas celulares. El daño celular causa aberraciones en la 

homeostasis iónica, señalización y expresión de genes. 

 

Las células normalmente son capaces de  mantener la homeostasis de ERO, sin 

embargo, durante periodos prolongados de disfunción celular, los niveles de ERO 

pueden incrementar dramáticamente, exceder la capacidad celular antioxidante y 

causar un daño celular significativo (Lü et al., 2010). El estrés oxidante es controlado 

por mecanismos endógenos  tales como los atrapadores enzimáticos (scavengers) y/o 
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antioxidantes (e. g. glutatión reducido (GSH), la SOD y las peroxidasas). La catalasa y la 

SOD disminuyen los efectos dañinos del O2
.-, convirtiéndolo en oxígeno y agua. En 

particular, un contribuidor de daño es el peróxido de hidrógeno (H2O2) que es 

convertido del O2
.- a través de la SOD. El H2O2 altera la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial, lo cual permite la liberación del citocromo c al citoplasma provocando la 

apoptosis. Un radical de vida extremadamente corta de gran relevancia biológica es el 

·OH, que se genera al partirse la molécula de agua. El ·OH es extremadamente reactivo 

removiendo electrones de cualquier molécula en su camino, convirtiéndola en un 

radical libre y propagando una reacción en cadena, pero el H2O2 es más dañino para el 

ADN que el ·OH porque su baja reactividad le provee suficiente tiempo para viajar al 

núcleo. El ·OH, puede ser producido por reducción directa del H2O2 por el O-
2, por 

transferencia directa de un electrón del O-
2 al H2O2 catalizada por metales (reacción de 

Fenton) o por reacción directa de la ubisemiquinona reducida con el H2O2. Además, La 

coenzima Q puede intervenir en la formación de ·OH al reaccionar con el H2O2 en 

ausencia de iones metálicos como catalizadores y no requiere de protones que 

compensen la carga. 

 

En condiciones normales, el oxígeno es reducido para producir agua; sin 

embargo, del 0.1% al 2% de los electrones es reducido parcialmente a ·O2
- y es 

convertido en H2O2 espontáneamente o por acción de la enzima SOD. El O2
.- no es 

reactivo por sí mismo, pero puede inactivar enzimas específicas para iniciar la 

peroxidación lipídica en su forma protonada, (HO2
-) hidroperoxilo.  

 

Se han sugerido diversos sitios de producción de ERO, tomando en cuenta a la 

mitocondria como la mayor fuente de ERO generada dentro de las células. Las ERO son 

producidas principalmente por el complejo I y III de la cadena trasportadora de 

electrones (Thompson et. al., 2012). 

 

Aunque son varias las fuentes generadoras de ERO (Tabla 1), se considera a la 

mitocondria como la más importante ya que es la principal fuente energética celular y 

consume cerca del 85% del O2 que utiliza la célula. Una de las principales funciones de 

la mitocondria es generar energía mediante un sistema integrado por cinco complejos 
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de proteínas. Dichas estructuras proteicas, denominadas complejos mitocondriales y 

situadas en la membrana interna mitocondrial, funcionan como cadenas 

transportadoras de electrones a través de una serie de reacciones de oxido reducción 

(red-ox), siendo una molécula de oxígeno, el último aceptor de electrones en la 

cadena.  Para que se lleve a cabo el proceso en el cual el ATP es producido, llamado 

fosforilación oxidativa, la cadena transportadora de electrones lanza protones hacia el 

espacio entre las membranas interna y externa de la mitocondria en forma 

dependiente del transporte de electrones. La respiración mitocondrial, depende de la 

actividad de la cadena transportadora de electrones, la cual es regulada por la 

disponibilidad de oxígeno, ADP, fosfato inorgánico, la magnitud del potencial 

mitocondrial (determinado por la concentración de protones en el espacio 

intermembranal), la actividad de las proteínas desacomplantes y el NO. 

 

 

Tabla 1. Producción endógena de ERO 

Enzima o sistema  

 

ERO 

CTE: Coenzima Q, cit b566 O
-
2 

NADH deshidrogenasa  H2O2 

Monoaminooxidasa H2O2 

SOD H2O2 

NADPH oxidasa (neutrófilos) O
-
2 

Xantinooxidasa O
-
2 

Reacción de Fenton 
-
OH 

Oxido nítrico sintetasa NO
-
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Como consecuencia de la isquemia y particularmente de la reperfusión, las ERO 

son producidas durante transformaciones enzimáticas, tales como la conversión del 

ácido araquidónico a prostanoides dependiente de ciclooxigenasa liberando O2
.- y 

H2O2, y la degradación de hipoxantina catalizada por la xantina deshidrogenasa. Ésta 

enzima es convertida en xantina oxidasa que también puede catalizar la degradación 

de hipoxantina en xantina y subsecuentemente en urato. Sin embargo, sólo la xantina 

oxidasa produce O2
.- en el último paso de ésta reacción (Durukan et al., 2004).  Los 

radicales libres también son generados durante la respuesta inflamatoria después de la 

isquemia.  

 

En isquemia cerebral, la formación de ERO puede contribuir al daño inducido 

por múltiples mecanismos tales como la excitotoxicidad y la inflamación. Durante la 

isquemia, se induce el aumento de las coenzimas reducidas NADH y FADH2 ya que el 

oxígeno, que es el aceptor final de los electrones dentro de la mitocondria se 

encuentra disminuido. En estas condiciones, el Δp aumenta temporalmente, así como 

la producción de ERO, con la concomitante inhibición de la cadena transportadora de 

electrones y posteriormente el colapso del Δp, lo que finalmente induce a la disfunción 

de este orgánulo y eventualmente la muerte celular.  

 

 La reperfusión trae consigo el restablecimiento del oxígeno y glucosa y una 

producción incrementada de las ERO, lo cual trae como consecuencias el daño 

mitocondrial e inducción de apoptosis. En fracciones de segundo las ERO atacan a 

lípidos de membrana, activando el ciclo del GSH. Se genera glutatión oxidado que 

puede formar disulfuros mixtos con proteínas. Segundos después cambia el Δp, se 

eleva el NADPH, disminuye el ATP, se produce xantina y nuevos ERO (e.g. O2
.- por 

xantina oxidasa), disminuye la actividad glucolítica, se estimula la actividad poli (ADP-

ribosil) polimerasa para reparar el ADN (disminuyen los niveles de NAD+) y se altera el 

estado energético de la célula. En una hora disminuye la capacidad de reparación del 

ADN, disminuye el transporte de Ca+ al exterior de la célula, el aumento intracelular de 

Ca2+ estimula proteasas y afecta al citoesqueleto además de influir en el equilibrio 

K+/Na+. La consecuencia es la pérdida de integridad celular (por disfunción 
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metabólica), daño en citoesqueleto, daños mutagénicos (por daños en ADN), y 

apoptosis o necrosis (por elevación del Ca2+ intracelular) (Thompson et. al., 2012). 

Durante condiciones de hipoxia, la cadena transportadora de electrones se 

detiene, permitiendo a los electrones donados del NADH+ y del FADH2 interaccionar 

con el oxígeno en la mitocondria. Los tipos principales de ERO producidos en la 

mitocondria son O2
.- y H2O2. Si el H2O2 no es degradado por los antioxidantes, formará 

·OH, el cual incrementará durante la fase temprana de la reperfusión después de 

varios periodos de isquemia. El incremento en el estrés oxidante, ocurrido por el 

aumento de ERO o el decremento de las defensas antioxidantes, resulta en 

peroxidación lipídica, y daño a proteínas y ADN. 

 

 En contraste a la producción excesiva de ERO generadas por la IR, existe 

evidencia de que cantidades moderadas de ERO podrían desencadenar vías de 

señalización protectoras. Por ejemplo, algunos estudios han sugerido que la apertura 

del canal mitocondrial de K+ dependiente de ATP (mitoK+
ATP) lleva a la generación de 

ERO en cantidades moderadas, las cuales ayudan a proteger contra la muerte celular 

inducida por la privación de oxígeno y glucosa. Así, existe un balance delicado entre la 

formación de ERO en grandes cantidades generadas durante la IR que es citotóxica y 

los bajos niveles de ERO generados por un antioxidante administrado al momento de 

la reperfusión que son protectores (Thompson et al., 2012); también proponen que las 

ERO inactivan la cadena transportadora de electrones inhibiendo la entrada de 

electrones a la cadena, favoreciendo la generación de bajos niveles de ERO. Además, 

se ha demostrado que las ERO sirven como moléculas importantes para la señalización 

que desencadena inflamación y apoptosis (Durukan et., al 2004).  

 

El NO también puede regular la respuesta a la IR al reactivar lentamente la 

cadena transportadora de electrones. Esto atenúa la sobrecarga de Ca2+, la generación 

de ERO, y la activación del PTP. El NO también puede competir con el oxígeno para 

unirse e inhibir a la citocromo c oxidasa cuando el oxígeno es limitado, activando 

potencialmente la generación de ERO río arriba de los complejos de la cadena 

transportadora de electrones. El NO puede S-nitrosilar distintos blancos involucrados 
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en la respiración y en la función mitocondrial, incluyendo la citocromo oxidasa y la 

proteína 1 relacionada a la dinamina (DRP-1), una proteína asociada con la fisión 

mitocondrial y la autofagia. Estimulando la autofagia, la producción de ERO 

mitocondrial puede atenuar la exposición subsecuente al estrés hipóxico severo.  

 

Después de los procesos de inflamación, las células del sistema inmune 

producen O2
.- y moléculas de NO, las cuales reaccionan para formar peroxinitrito 

(ONOO-). Éste puede oxidar residuos de cisteína de varias proteínas, incluyendo los 

complejos I, II, III y V de la cadena transportadora de electrones. Los complejos son 

inactivados y así el ONOO- puede inhibir la producción energética de la célula. Sin 

embargo, bajas concentraciones de ONOO- pueden servir para reducir la generación de 

ERO al inhibir el complejo I y III en la mitocondria. La fragmentación del ADN y la 

apoptosis también son mediadas por el ONOO-, el cual en forma similar al O2
.- y las 

demás ERO, pueden crear rupturas en la cadena y la activación de la Poly (ADP-ribosa) 

polimerasa (PARP). Esta enzima activa a la familia de las proteínas involucrada en la 

reparación del ADN además puede inducir apoptosis y muerte celular a través de la 

activación de caspasas (Thompson et al., 2012). Los ·OH tienen una vida más corta que 

el O2
.- y son formados de manera secundaria en la presencia de trazas de hierro 

metálico y H2O2 o alternadamente en la presencia de radicales NO afuera de la 

mitocondria. 

 

Peters et al. (1998) midieron la formación del O2
.- en un modelo de MCAO 

permanente y transitoria en ratas y encontraron que éste se incrementa en el borde 

del infarto. La comparación de ambos modelos reveló que a la media hora de la 

reperfusión se produce un pico de corta duración (incremento de casi 5 veces) en la 

producción de O2
.-, que regresa a los niveles basales hasta pasadas 2 h de reperfusión 

(figura 5). En la oclusión permanente, el incremento se observó de manera más 

gradual, alcanzando un incremento de dos veces a las 3 horas de la oclusión. Ésta 

observación es importante ya que el O2
.- es una molécula que sirve como segundo 

mensajero regulando la expresión de genes cuando se encuentra en concentraciones 

moderadas. 
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Figura 5. Monitoreo de ERO en un modelo de MCAO en rata. ERO se producen rápida y 
abundantemente desde los primeros minutos de la reperfusión con respecto a las ratas sin reperfusión y 
las ratas control. 
 

 

  3.2.9.1. Antioxidantes en la isquemia 

Un mecanismo por el cual las ERO generadas pueden participar en la 

protección,  está relacionada con la apertura de los canales de potasio sensibles a ATP 

en la mitocondria (mitoK+
ATP) a través de la inducción de la producción de ERO. Por un 

lado, el uso de un antagonista de dicho canal, tal como el ácido 5-hidroxidecanóico, 

bloquea la protección, mientras que el agonista del mitoK+
ATP, diazoxida, induce la 

respuesta protectora. Por otro lado, en cortes de hipocampo en rata, la apertura del 

canal con diazoxida protege contra la muerte celular inducida por la deprivación de 

oxígeno y glucosa, efecto que puede ser prevenido por el scavenger de ERO N-2-

mercaptopropionil glicina. Así, el balance alcanzado en la formación de ERO generados 

durante la IR en presencia de un antioxidante externo o una maniobra como el pre y 

post-acondicionamiento pueden generar una respuesta  neuroprotectora (Thompson 

et. al., 2012). El pre-acondicionamiento se refiere a la preparación del tejido a un 

cambio brusco con la aplicación de ciertas condiciones, de tal manera que no sufra 

daño, de la misma manera funciona el post-acondicionamiento, excepto que éste es 

aplicable en la clínica para pacientes que han tenido un infarto reciente. La aplicación 

de dichas maniobras puede abarcar desde la recuperación del CBF en tiempos 
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intermitentes (no de golpe) hasta la aplicación de un antioxidante, o la combinación de 

ambos. 

Debido a que la formación de ERO se incrementa durante periodos de IR, 

diversos estudios han demostrado que compuestos con capacidad antioxidante 

protegen el tejido cerebral del daño. Se ha propuesto que las propiedades 

antioxidantes de estos compuestos están involucradas en su efecto neuroprotector;sin 

embargo, también se ha determinado que muchos antioxidantes no solo son 

atrapadores de radicales libres, sino que tienen dianas independientes de las ERO y 

que pueden estar alterando procesos celulares y moleculares como parte de su 

mecanismo de acción. 

 

 

  3.2.9.2. Resveratrol (RSV) 

 

El uso de sustancias nutricionales como polifenoles, han demostrado efectos 

benéficos en la memoria y aprendizaje tanto en animales como en humanos (David 

Vauzour, 2012). Los polifenoles, son compuestos que se caracterizan por tener muchos 

grupos hidroxilo en anillos aromáticos y con base en el número de fenoles y su 

interacción, se dividen en dos categorías: flavonoides y no flavonoides (Figura 6). Los 

flavonoides tienen 15 carbonos con dos anillos aromáticos conectados con un alquino 

como puente; los no flavonoides se dividen en ácidos fenólicos y en estilbenos que 

tienen ésta estructura con dos anillos aromáticos al extremo unidos por un alqueno de 

dos carbonos y son usualmente sintetizadas en plantas (David Vauzour, 2012). 

 

Se ha demostrado que un estilbeno, el RSV (trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno, 

figura 7), muestra un efecto antioxidante en un modelo de isquemia in vitro y en 

modelos animales de isquemia cerebral (Martínez J et al., 2000; Shin et al., 2010; Lu et 

al., 2006; Li et al., 2011; Sinha et al., 2002, Junwei et al., 2011). El RSV es un fitoalexeno 

que está presente en la cáscara de las uvas, el arándano, la mora, la jaca, el maní, así 

como en una gran variedad de flores y hojas incluyendo al eléboro blanco, el pino 
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silvestre, el lirio de maíz y el eucalipto. Su nombre fue derivado de su fuente ya que es 

un resorcinol obtenido de una planta de especie Veratrum (Betul Catalgol, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructuras de polifenoles (Imagen tomada de Vauzour 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura del RSV 

 

 

Aislado, el RSV es un polvo blancuzco con fórmula molecular C14H12O3, peso 

molecular de 228.25 g/mol y un punto de fusión entre 253 °C y 255 °C, es un 

compuesto liposoluble, soluble en etanol a 50 mg/mL (aprox. 200 mM) y en DMSO a 
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16 mg/mL (aproximadamente 70 mM) (Amri, 2012); su hidrosolubilidad de 3 mg/100 

mL (aproximadamente 0.13 mM) lo hace prácticamente insoluble en agua de acuerdo 

a la farmacopea europea. 

 

El RSV puede ser encontrado en las configuraciones cis o trans (David Vauzour, 

2012). El isómero trans es biológicamente más activo que el cis. El RSV es 

extremadamente fotosensible; cuando es protegido de la luz, el trans-resveratrol es 

estable por al menos 42 h y  por 28 días en amortiguadores con pH 1-7, mientras que 

la forma cis es sólo estable a pH neutro. Del 80-90% del trans-resveratrol en solución 

es convertido en cis-resveratrol si se expone por una hora a la luz. También es 

susceptible a la isomerización inducida por los rayos UV: cuando el trans-resveratrol 

puro es irradiado a 366 nm por 120 min, el 90.6% se convierte en cis-resveratrol (Amri 

et al., 2012). 

 

Para que sea bien tolerado, el RSV no debe sobrepasar una dosis de 5 g/día. 

Normalmente en el cerebro humano hay niveles menores de 1 nmol/g de tejido, y el 

RSV libre en el plasma y suero es de menos del 2% del RSV total (tabla 2). El nivel más 

alto en suero detectado de RSV total (libre y metabolitos) es de 2 μM a 30 min o 1 hora 

de administración; un segundo pico de 1.3 μM es observado a las 6 h, sugiriendo una 

recirculación entérica de metabolitos conjugados por reabsorción después de la 

hidrólisis intestinal. El nivel más alto de RSV libre en suero a 30 min, es de menos de 40 

nM o menos de 22 nM. La excreción de la fracción no absorbida representa el 40% del 

RSV libre, 11% de glucorónido y 3% de conjugados de sulfato en intestino aislado de 

rata. Más del 90% del RSV libre se une al plasma humano y el 50% del trans-

resveratrol-3-sulfato, trans-resveratrol-disulfatos y el nuevo trans-resveratrol-C/O-

diglucorónidos del plasma se unen a proteínas (Amri et al., 2012). El RSV sulfatado fue 

encontrado como el mayor metabolito después de la ingestión oral y esto causa una 

limitante en cuanto a la biodisponibilidad. 
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Tabla 2. Localización del RSV en el cuerpo al ser administrado. (Tabla realizada a partir de los datos en 
Amri et al. 2012) 

 

 

 

  3.2.9.3. El efecto del RSV en isquemia 

 

En roedores con nefrotoxicidad, el RSV preserva la actividad de enzimas 

antioxidantes como la SOD, la glutatión peroxidasa y catalasa (Martínez et al., 2000; 

Sebai  et al., 2008). En ensayos in vitro se ha demostrado que captura al O2
.- (Hung  et 

al., 2002, Beckman et al., 1990), bloquea la oxidación de lipoproteínas de baja 

densidad por metales (Hung et al., 2002; Brito et al., 2002; Frankel et al., 1993; Amri et 

al., 2011), bloquea la formación delONNO- y la COX-2; induce la actividad de la NOS y 

tiene efecto anti-inflamatorio. El RSV parece incrementar la resistencia del estrés 

oxidante vascular secuestrando el H2O2 y previene la muerte celular endotelial 

inducida por el estrés oxidante. 

 

El RSV regula vías de señalización relacionadas a condiciones de estrés, 

enfermedades y envejecimiento. Entre ellas, sobresale la vía de la sirtuína (SIRT) que 

Tejido/ 

Localización 
RSV total RSV libre Derivados RSV 

Cerebro 1 nmol/g - - 

Sangre 

Total  2 % - - 

Suero 

2 μM a 1 h 

22-40 nM en 1/2 h - 
1.3 μM a  

6 h 

Plasma - 90 % 50 % conjugados de sulfato 

Intestino 
- 

 
40 % 

11 % glucorónidos,  

3 % conjugados de sulfato 
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actúa en el ciclo celular, respuesta de daño al ADN, metabolismo, apoptosis y 

autofagia con su actividad como diacetilasa (Della-Morte et al., 2009). 

 

Estudios de isquemia cerebral empleando el modelo de MCAO han encontrado 

que el RSV, baja los niveles de ERO en corteza y estriado, así como los niveles de IL-1β 

y TNF-α y la activación de la microglía (Shin et al., 2010); además, disminuye la 

inmunoreactividad de astrocitos activada por microglía, la iNOS y la expresión de COX-

2 a 6 h y 24 h después del insulto isquémico, así como la inhibición de p-JNK a 1 h y 24 

h después de la isquemia (Simao et al., 2012) y baja la expresión de la actividad de 

MMP-9 a nivel de ARNm (Gao et al., 2005), además baja la actividad del SOD en 

hipocampo un 20% (Lu et al., 2006), así como los niveles de malondialdehído (MDA) y 

GSH (Sinha et al., 2002; Junwei Ren et al., 2011), disminuye el volumen de infarto (Li et 

al., 2012; Gao et al., 2005), reduce la apoptosis neuronal (Junwei et al., 2011) y en la 

región CA1 del hipocampo previene la disminución inducida por isquemia de Bcl-2 y el 

incremento en Bax,  rescata la incapacidad de LTP (potenciación a largo plazo) (Li et al., 

2012), disminuye la muerte neuronal y la incapacidad de excitabilidad de las neuronas 

piramidales, disminuye la liberación masiva de glutamato (Zhang et al., 2008), 

aumenta la actividad de SIRT1 en el hipocampo a 48 h y 1 h (Della-Morte et al., 2009) y 

aumenta los niveles de Nrf2 y HO-1 en el citoplasma de la corteza (Junwei et al., 2011). 

    

En resumen el RSV posee múltiples cualidades biológicas incluyendo efectos 

anti-inflamatorios, anti-apoptóticos y antioxidantes, que provocan una reducción en el 

tamaño del infarto y en el daño por las ERO, evitando además el aumento de enzimas 

inflamatorias e inhibiendo la actividad de receptores postsinápticos de glutamato. En 

la tabla 3 se muestran las diferentes condiciones en las que se administró el RSV. 
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Tabla 3. Estudios donde se encontró que la administración de RSV provoca una disminución en el 
tamaño de infarto, así como una disminución en producción de ERO e inflamación. 

Referencia Modelo Dosis de RSV Tratamiento 

Chao Li, 2009 
2 h MCAO/ 24h R en ratas 

de 3 meses (300+50 g) 

30 mg/kg;  i.p.; diluido 

en aceite de maíz 10 

mg/mL 

Tratamiento de 6 días 

y última admón. 1h 

antes de MCAO. 

Gang Cheng, 2008 

4 h OGD/ 20 h R en cultivos 

neuronales de ratones de 

14-16 días 

2.5, 5 y 10 μM; diluido 

en DMSO 
1 dosis. 

Hua Li, 2010 
2 h MCAO/ 24 h R en ratas 

de 3 meses  

30 mg/kg;  i.p.;diluido 

en aceite de maíz 10 

mg/mL 

Tratamiento de 6 días 

y última admón. 1h 

antes de MCAO. 

Jin A. Shin, 2010 
30 min MCAO/ 3 días R en 

ratones de 10 a 11 semanas 

5 mg/kg machos; 1 

mg/kg hembras; diluido 

en etanol al 30 % en 

Solución salina (SS) v/v 

3 y 6 h después de 

MCAO 

M.C. Saleh, 2010 
4 h MCAO/ 4 h R en ratas 

de 250-300 g 

0.002, 0.0002 y 0.0001 

mg/kg en 200 μL de SS 

0.9% 

30 min antes de MCAO 

i.v. 

 

 

3.3. El factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) en cerebro  

 

La familia TGF-β es una superfamilia que incluye inhibinas, activinas, hormona 

anti-mullerina, la proteína del hueso morfogenético y Vg-1 (Pál et al., 2012). La familia 

TGF-β de citocinas son proteínas que a través de sus receptores regulan la 

proliferación, el reconocimiento, la diferenciación, la apoptosis, la formación de la 

matriz extracelular, el ciclo celular, la regulación del desarrollo temprano, la 

hematopoyesis, la angiogénesis, la quimiotaxia, la migración celular y funciones 

inmunes (Böttner et al., 2000, Pál et al., 2012, Shi et al., 2003., Vivien et al., 1998).  El 
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TGF-β existe en al menos tres isoformas llamadas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 (Pál et al., 

2012; Vivien et al., 2008).  

 

 

 3.3.1. Estructura del TGF-β.  

 

Los TGF-βs muestran la típica estructura de las moléculas de señalización que 

son secretadas, las cuales son sintetizadas como preproteínas: un péptido señal activa 

al precursor de la molécula de la vía secretora; un pro-dominio de longitud variable se 

encarga del correcto plegamiento, dimerización de subunidades y regulación de la 

actividad del factor. El anclaje del pro-dominio en la parte madura de la proteína ocurre 

en un sitio de anclaje dibásico (motivos RXXR). Al mismo tiempo, un fragmento 

carboxi-terminal de 110-140 aminoácidos es liberado. La homo o heterodimerización 

de estos dominios carboxi-terminales generan moléculas biológicamente activas. 

 

En todos los miembros de la familia invariablemente se expresan siete residuos 

de cisteína en los dominios maduros de las subunidades monoméricas. Seis cisteínas 

forman una estructura de tres uniones disulfuro intramoleculares llamada “nudo de 

cistinas”, la séptima cistina hace un puente de cistinas intermolecular que une dos 

monómeros convirtiéndolos en un dímero funcional (Figura 8) (Böttner et al., 2000). 

  

 

 3.3.2. Receptores del TGF-β.  

 

Estudios de entrecruzamiento han revelado que el TGF-β se une a diferentes 

proteínas de superficie denominados receptores tipo I (TβR-I; 53 kDa), tipo II (TβR-II; 

70-100 kDa) y tipo III (TβR-III; 200-400 kDa) de acuerdo a su tamaño. Los TβR-III, 

betaglicano y endoglina, pueden modular el acceso de ligandos a los receptores de 

señalización, mientras que los TβR-I y -II son responsables de la transducción de 

señales. Las últimas dos moléculas pertenecen a la clase de proteína de los receptores 

de membrana serina/treonina cinasa, los cuales regulan la transducción de señales de 

todos los miembros de la familia TGF-β.  
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Figura 8. Nudo de cistinas de la superfamilia TGF-β. A. Las 
moléculas relacionadas a TGF-β contienen siete residuos de 
cisteínas altamente conservadas en la parte madura de las 
proteínas monoméricas. Seis cisteínas forman tres puentes 
intramoleculares disulfuro. B. Dos uniones de cistina (CII-CV, 
C;;;-CIV) construyen un anillo a través del cual, el tercer 
puente de cistina (CI-CIV) pasa. La séptima cisteína restante, 
marcada con un asterisco en A, forma una unión 
intermolecular disulfuro uniendo dos monómeros a un 
dímero. 

 

 

 

 

Los receptores serina/treonina cinasa son glicoproteínas compuestas de una 

región corta (alrededor de 100 kDa) que se une a ligandos extracelulares, a un 

segmento transmembranal y a una región intracelular con actividad cinasa. El TβR-I 

requiere del TβR-II para que se una al ligando, y se requiere de ambos para la 

señalización; TGF-β se une primero al TβR-II, ésta interacción desencadena el 

reclutamiento del TβR-I dentro del complejo, proveyendo la base para la señalización 

río abajo (Böttner et al., 2000).  

 

 

 3.3.3. Transducción de señales. El descubrimiento de las proteínas 

SMAD han permitido la comprensión de la transducción de señales mediada por TGF-β. 

De acuerdo a la función y estructura de las proteínas de la familia SMAD, pueden ser 

divididas en tres subgrupos: el primer subgrupo consiste en las SMADs reguladas por 

receptores (R-SMADs), las cuales son substratos directos de los receptores de cinasa 

tipo I. SMAD-2 y -3 se asocian con los TβR-I de activina y TGF-β. El segundo subgrupo 

contiene un mediador común SMAD (Co-SMADs), el cual se asocia con los R-SMADs 

activados, formando complejos heteroméricos que se translocan al núcleo y activan 

respuestas transcripcionales. De esta manera, SMAD-4 actúa como un componente 

común de señalización al unirse a R-SMADs activados por diferentes vías de 

señalización SMAD. El tercer subgrupo comprende los SMADs inhibitorios (I-SMADs) 



37 
 

que contrarrestan la actividad de los complejos Co-SMAD/R-SMAD. SMAD-6 y -7 son 

los I-SMAD de mamífero más divergentes que antagonizan la actividad de TGF-β en tres 

diferentes niveles por la asociación específica y establece unión con los TβR-I 

activados: previniendo la unión y la activación de los R-SMADs; por la competencia 

para unirse a SMAD-4; o por funciones represoras de genes blanco que se activan antes 

de la señal transcripcional (Figura 9) (Böttner et al., 2000; Shi et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Señalización activada por el TGF-β desde la membrana celular hasta el núcleo. Las flechas 
indican el flujo de señales y están en códigos de colores: naranja para la activación de ligandos y  
receptores, gris por la inactivación de SMAD y receptores, verde por la activación de SMAD y la 
formación de un complejo transcripcional, y azul por el transporte nucleocitoplasmático de SMAD. Los 
grupos fosfato y la ubiquitina están representadas por círculos verdes y rojos, respectivamente (Imagen 
modificada de Shi et al., 2003). 

 

 

La vía de señalización del TGF-β de la membrana celular al núcleo puede ser 

ilustrada por SMAD-2 (Shi et al., 2003). La activación inducida por un ligando del 

complejo receptor heteromérico resulta en la fosforilación de residuos de serina en la 

caja GS del TβR-I. Esto lleva al reclutamiento de SMAD-2 al complejo receptor activado, 
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SMAD-2 es mediada por chaperonas tipo SARA y termina en la fosforilación del TβR-I. 

La SMAD-2 es liberada y se asocia en el citosol con SMAD-4, y el complejo proteínico 

heteromérico se transloca al núcleo, donde se asocia con subunidades unidas al ADN 

tales como FAST-1 y modula la transcripción específica de genes blanco (e. g. inhibidor 

del activador de plasminógeno (PAI-1). El PAI-1 es producido por los astrocitos y 

participa en el efecto neuroprotector en la muerte neuronal inducida por NMDA 

(Docagne et al., 1999). Finalmente, la función de señalización de SMAD-2 es terminada 

por la conjugación con ubiquitina y la degradación por el proteosoma. 

 

 

 3.3.4 Participación de TGF-β en isquemia cerebral 

 

 Los TGF-βs se expresan abundantemente en el SNC y son caracterizados como 

factores de crecimiento en péptidos relacionados con cualquier daño (Docagne et al., 

1999; Vivien et al., 1998). TGF-β1 es una citocina antiinflamatoria y antioxidante 

mínimamente expresada en el cerebro intacto pero su expresión aumenta después de 

un trauma, excitotoxicidad e isquemia/hipoxia (Youngyoung et al., 2006; Henrich-

Noack et al., 1996). 

 

Algunos estudios han demostrado que el ARNm del TGF-β1 es expresado 

después del daño por isquemia cerebral; estos descubrimientos sugieren que el TGF-β 

podría jugar un papel crítico en las consecuencias neuropatológicas de la isquemia 

(Docagne et al., 1999). TGF-β1 actúa contra diversos retos metabólicos y excitotóxicos; 

sin embargo, otros estudios han reportado que bajo ciertas condiciones, el TGF-β1 es 

capaz de potenciar el daño neuronal inducido por glutamato, producto de 

despolarización mantenida en el área de infarto y por la necrosis en el área de infarto 

(Docagne et al., 1999). Algunos de los efectos del TGF-β en astroglía son 

antiinflamatorios e inmunosupresores y están implicados en la supervivencia de la 

astroglía, por lo que el TGF-β modula la expresión de citocinas importantes 

involucradas en las reacciones inmunes del SNC. Una gran cantidad de citocinas, 

incluyendo miembros de las IL y de la misma familia TGF-β, pueden regular la expresión 
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de TGF-β en astroglía. En casi todos los contextos estudiados, el TGF-β inhibe el 

crecimiento de astrocitos (Docagne et al., 1999). 

 

Las células microgliales sintetizan y liberan TGF-β1 en respuesta a las citocinas 

proinflamatorias de las familias de la IL, interferón y TNF. A su vez, TGF-β1 bloquea la 

inducción de radicales libres, induce la apoptosis selectiva de la microglía a través del 

mecanismo independiente de Bcl-2, sin alterar a las células supervivientes de astroglía 

y oligodendrogliales (Doboly et al., 2012). Se ha demostrado también que los TGF-βs 

tienen propiedades anti-apoptóticas bajo condiciones isquémicas y no isquémicas; se 

encontró una activación gradual de las cinasas extracelulares reguladoras de señal 1/2 

(ERK1/2) y de la proteína MAPK cinasa-1 activada así como un incremento en la 

fosforilación de Bad en cerebros de ratón. Consistentemente con estos efectos, el 

incremento en los niveles de la proteína Bad y la activación de la caspasa 3 fueron 

suprimidos en el cerebro con el TGF-β1 (Dobolyi et al., 2012). 

 

Se han sugerido 3 aspectos generales importantes acerca del TGF-β: (a) la 

ubicuidad aparente de TGF-β en todas las áreas del SNC así como en el sistema 

nervioso periférico, (b) coexpresión consistente de los TGF-β2 y -β3 en neuronas, 

astroglía, células de Schwann, y (c) la falta o niveles bajos de TGF-β1 en el sistema 

nervioso no lesionado.  

 

El tejido cerebral isquémico posee actividad angiogénica, con grandes 

cantidades de células endoteliales proliferando en la zona de penumbra. Esta región 

también contiene microglía/macrófagos activados y astrocitos reactivos, los cuales 

representan la respuesta inmunológica al daño en el tejido cerebral. Una vez que la 

barrera hematoencefálica se rompe, los monocitos/macrófagos activados por citocinas 

como IL-1 (secretados por astrocitos activados u otras células gliales) se infiltran al 

tejido isquémico. A su vez, los macrófagos secretan TGF-β1 y otros factores de 

crecimiento. 

 

TGF-β1 es capaz de actuar en células tanto inmunes como neurales, regula el 

tejido dañado y promueve la reparación. Esto puede ocurrir por el incremento de la 
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producción de Bcl-2 y la disminución de la concentración de Ca2+, protegiendo a las 

neuronas de la citotoxicidad glutamatérgica y el estrés oxidante (Krupinski et al., 1996). 

 

 

4. JUSTIFICACIÓN 

 

El infarto cerebral es la tercera causa de muerte y la primera causa de 

incapacidad en países industrializados (SINAIS 2008); sin embargo, no existe un 

tratamiento efectivo para evitar el daño que se produce por la IR al deshacer el 

coágulo con el tratamiento de trombolíticos (i. e. tPA). El modelo de MCAO en ratas es 

utilizado debido a que produce la oclusión focal de una arteria mayor, el daño causado 

es similar al observado en los infartos humanos (Prieto-Arribas et al., 2008; Carmichael 

et al., 2005). Empleando este modelo se ha demostrado que el extracto de ajo 

envejecido, el cual contiene compuestos con capacidad antioxidante, protege el tejido 

cerebral del daño inducido por la IR cuando es administrado al inicio de la reperfusión 

(Aguilera et al., 2010). Esto es importante ya que la mayor cantidad de ERO son 

generados a los primeros 30 minutos de la reperfusión (Peters et al., 1998, figura 5). El 

RSV, sugiere un efecto antioxidante in vitro (modelo de privación de oxígeno y glucosa, 

OGD por sus siglas en inglés, Oxigen and Glucose Deprivation) y en modelos animales 

de isquemia cerebral (Tabla 3); sin embargo, no está caracterizado su efecto protector 

al ser administrado al inicio de la reperfusión.  

 

Igualmente, se ha demostrado que el RSV tiene un efecto protector asociado a 

sus efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y antiapoptóticos, pero al igual que en el 

caso de otros antioxidantes, no está claramente establecido su mecanismo de acción. 

La isquemia cerebral focal transitoria induce cambios en el complejo perfil de 

expresión génica, la regulación de la concentración de las ERO en el área de penumbra 

puede activar vías de señalización de supervivencia. El TGF-β1 es una cinasa cuya 

activación puede estimularse durante la isquemia moderada y tiene efectos 

antiinflamatorios similares a los ejercidos por el RSV, por lo que es posible que este 

último esté mediando su efecto protector a través de la vía de activación del TGF-β1. 
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5. HIPÓTESIS 

 

La administración de RSV al inicio de la reperfusión reduce la cantidad de ERO, así 

como la cantidad de células degeneradas durante la reperfusión y aumenta los niveles 

del ARNm del TGF-β1 en el modelo de isquemia cerebral inducido por 2 h de MCAO. 

 

 

6. OBJETIVOS 

 

General 

 

Evaluar el efecto protector de una dosis de RSV administrada al inicio de la 

reperfusión en el modelo de isquemia cerebral y su efecto en la expresión del ARNm 

de TGF-β1 como parte del mecanismo de acción para proteger a la célula.  

 

Específicos 

 

 Evaluar el efecto de la administración al inicio de la reperfusión de RSV en la 

degeneración celular inducido por la IR. 

 Evaluar el efecto del RSV en la producción de ERO generadas por la IR. 

 Evaluar el efecto del RSV en el nivel de expresión del ARNm del TGF-β1 en el 

modelo de IR. 

 

 

7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1 Animales 

 

Se emplearon ratas macho adultas de la cepa Wistar de 250-320 g de peso 

(aproximadamente 16 semanas de edad). Durante el estudio, las ratas fueron 

mantenidas en jaulas de acrílico bajo condiciones constantes de temperatura, 

humedad y luz (ciclos de 12 horas de luz/oscuridad). Se les proporcionó agua 
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ozonificada y alimento (LAB DIET, exclusivo para roedores de laboratorio en etapa de 

mantenimiento, libre de drogas, antibióticos y estrógenos sintéticos, con formulación y 

nutrición constante, norma de calidad ISO – 9001:2000) ad libitum. Durante el 

procedimiento experimental se siguieron las reglas de uso y manejo de animales 

establecido por la norma oficial mexicana para la producción, cuidado y uso de los 

animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y a los principios éticos para las 

investigaciones médicas descritos por Helsinki y sus enmiendas (Asociación Médica 

Mundial). 

 

 

7.2 Modelo experimental: Oclusión de la arteria cerebral media, MCAO 

 

Para simular el daño por IR se utilizó el modelo de MCAO en ratas, ya que 

ofrece una aproximación más simple y menos traumática comparada a modelos con 

craneotomía (Tamara, 1981; Macrae, 1992). Para inducir la MCAO se utilizó la técnica 

descrita por (Longa et al. 1989). Los animales se anestesiaron con isofluorano al 2%. 

Inicialmente la bifurcación de la carótida cervical fue expuesta a través de una incisión 

en el cuello del animal. Posteriormente, se introdujo un monofilamento de nylon de 3-

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

(aproximadamente 17 mm). En este punto el filamento ocluyó el flujo sanguíneo de la 

arteria cerebral media. Después de 2 horas de obstrucción, se realizaron las pruebas 

conductuales (ver 7.3), se anestesiaron de nuevo y el filamento se retiró 

cuidadosamente con la finalidad de permitir la restauración del flujo sanguíneo 

(reperfusión). Las ratas se sacrificaron después de 4 h o 24 h de reperfusión 

dependiendo del experimento. La cirugía fue realizada por la Dra. Alma Ortiz Plata del 

laboratorio de Neuropatología Experimental, del INNN (Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía). 

 

7.3 Pruebas Conductuales 

 

El estado neurológico de cada rata se determinó antes de la reperfusión, 

empleando 2 pruebas conductuales: 1) Flexión de la pata contralateral a la lesión, las 
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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 

que los animales con daño doblan la pata contralateral como consecuencia de la 

lesión; y 2) Conducta de giro, las ratas fueron sostenidas por la base de la cola 

permitiéndoles moverse libremente al apoyar las patas delanteras; se observó la 

dirección del movimiento durante 30 segundos. Los animales dañados realizan al 

menos 5 vueltas en sentido contralateral a la lesión. A cada prueba conductual se le 

asignó un valor: de 0 si el animal presentó una conducta normal y de 1 si se presentó 

daño. La suma de los valores obtenidos en las 2 pruebas se utilizó como medida para 

determinar la presencia de un daño cerebral. Los animales que en la evaluación 

obtuvieron menos de 2 fueron excluidos del estudio, ya que éste valor en el déficit fue 

asociado a una cirugía inadecuada. Las ratas con déficit neurológico igual a 2 

invariablemente presentaron un daño por IR. 

 

 

7.4 Administración del RSV 

 

Se administró 1 mg/kg de peso corporal de RSV (Sigma Prod. No. R5010) en 100 μL 

de etanol al 50 % o al 7 % al inicio de la reperfusión (5 mM) por vía intravenosa (vena 

caudal). 

 

 

7.5 Evaluación de la producción de ERO y muerte neuronal 

 

7.5.1 Perfusión con solución salina y paraformaldehído (PAF)  

 

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico (40 mg/kg, i.p., 

Sedalpharma®). Enseguida se realizó una perfusión intracardiaca con 100 mL de 

solución salina de fosfatos  (PBS) y 100 mL de PAF al 4 % (ver anexo 1). Posteriormente 

los cerebros fueron post-fijados con PAF al 4% durante toda la noche a 4°C. Los 

cerebros fijados con PAF fueron transferidos a una solución de sacarosa al 30% en PBS 

y mantenidos a temperatura ambiente hasta alcanzar el equilibrio (esto se observa 
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cuando los cerebros se van al fondo del tubo). Posteriormente, se realizó un corte 

coronal para extraer la región en la que se incluye la corteza frontoparietal y el 

estriado (aproximadamente 2.52 mm bregma – 8.28 mm interaural, figura 8A). 

Inmediatamente los tejidos fueron ingresados en ~1 mL de medio de inclusión O.C.T. 

(por sus siglas en inglés, Optimal Cutting Temperature, Tissue Tek®), se congelaron en 

nitrógeno líquido y se cortaron inmediatamente o se mantuvieron a -80°C hasta su 

uso. Se obtuvieron cortes coronales seriados de los tejidos cerebrales (22 μm de 

grosor) empleando un criostato (Microm HM 520) a la altura dela corteza 

frontoparietal (2.52 mm bregma – 8.28 mm interaural). Los cortes se colocaron en 

portaobjetos cubiertos con xilano y gelatina al 2% (ver anexo 1). Estos cortes se 

utilizaron para la posterior tinción con fluoro-jade. 

 

 

7.5.2 Tinción con etidina 

 

La etidina (D7008, Sigma) es un indicador fluorescente de ERO, especialmente 

O2
-. En su estado no oxidado, no tiene carga y permanece en el citosol exhibiendo un 

color azul, una vez oxidada a dihidroxietidina es capaz de meterse al núcleo por sus 

cargas positivas y se intercala en el ADN, tiñendo el núcleo de las células de un rojo 

brillante. A las 24 horas de reperfusión, se administraron 10 mg/kg de etidina por la 

vena caudal y se dejó distribuir a los tejidos durante 5 minutos. Posteriormente, las 

ratas se perfundieron con SS y PAF al 4% para obtener cortes coronales como se 

describe abajo (ver sección 7.5.3.). Los cortes, se analizaron utilizando un microscopio 

de fluorescencia (ver sección 7.5.5.). 

 

 

7.5.3 Tinción con fluoro-jade 

 

El Fluoro-jade (FJ) (AG310, Chemicon), es un derivado de la fluoresceína que se 

utiliza para marcar neuronas degeneradas en tejido ex vivo. Los cortes coronales 

montados fueron postfijados en PAF 4 % por 30 segundos. Posteriormente se 

sumergieron en una solución de etanol al 70 % (50 mL) por 2 minutos y se lavaron en 
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agua bidestilada (50 mL) por 2 minutos. Los tejidos fueron transferidos a una solución 

de permanganato de potasio al 0.06% durante 20 min en movimiento (50 mL). 

Enseguida fueron lavados con agua bidestilada por 2 min (50 mL). Después, a cada 

corte se le colocaron 50 μL de una solución de FJ al 0.0004% por 30 minutos a 37 °C y 

se lavaron 3 veces con una solución (50 mL) de etanol al 0.01 % por 1 min cada vez. 

Finalmente se removió el exceso de la solución y se dejaron secar a 59 °C por 10 min 

en horno. Los portaobjetos secos se limpiaron con xilol por 1 min antes de teñirlos con 

HCT.  

 

7.5.4. Tinción con Hoechst 

 

El HCT 33342 (H21492, Invitrogen)es un marcador fluorescente que se intercala 

en el ADN, se emplea para visualizar núcleos. Es excitado por la luz ultravioleta con una 

longitud de onda cercana a los 350 nm y emite fluorescencia azul/cían con un pico de 

emisión de alrededor de 461 nm. Puede usarse tanto en células vivas como fijadas, y 

se emplean a menudo en sustitución del DAPI, el cual es menos lipofílico por lo que el 

HCT puede atravesar más fácilmente la membrana celular. Una vez teñidos con etidina 

y FJ, se le colocó a cada corte 50 μL de HCT (10 µg/mL) en PBS y se incubó en 

obscuridad por 10 minutos. Se hicieron 3 lavados de 1 min c/u para después ser 

montados con polymount (10 μL). Finalmente, se analizaron en el microscopio de 

fluorescencia (ver sección 7.5.5). 

 

7.5.5. Análisis de imágenes obtenidas de las tinciones de etidina,  FJ y HCT 

 

Las laminillas se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus 

modelo 1X81) acoplado a una cámara Hamamatsu (Orca R2) utilizando un objetivo 10X 

(N.A. 0.4.). Para todos los cortes analizados se adquirieron doce campos adyacentes 

con los mismos valores de exposición y ganancia para cada uno de los tres canales,  

incluyen la corteza frontoparietal ipsilateral y contralateral a la lesión;la adquisición se 

llevó a cabo con: filtro de excitación de 362 nm y 390 nm y de emisión  515-565 nm 

(amarillo verdoso) para FJ;  490 nm de excitación y 590 nm de emisión para la etidina,  

excitación 346 nm y emisión 490 nm (azul) para HCT. Las imágenes obtenidas de cada 
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laminilla se empalmaron y se obtuvo una composición que fue utilizada para 

determinar el número de células positivas a FJ (CFJ+) y a etidina mediante el análisis de 

imágenes descrita a continuación.   

 

 

7.5.5.1 Procesamiento de Imágenes con el programa Cell Sens Dimension 

 

La adquisición de imágenes se llevó a cabo en 16 bits para empalmar y se 

guardaron como archivos “.tif”. Para iniciar el análisis, se sustrajo el fondo de cada 

imagen por canal, utilizando una fotografía con la iluminación sin muestra ni 

portaobjetos, utilizando la función “Background Substraction”: (Process – 

Enhancement – Background Substraction- OK). Enseguida, se  empalmaron las 

imágenes que formaban el área de la corteza de cada uno de los hemisferios 

empleando la función “Multiple Image Alignment”: (Acquisition – Gallery – Ctrl+A para 

seleccionar las imágenes sin el fondo – Process – Multiple Image Alignment – OK). Se 

separaron los canales y se cambió el formato a escala de grises y 8 bits utilizando la 

función “Mode”: (My functions – Channels – Image – Mode – Grayscale / 8 bits). 

Finalmente,  las nuevas imágenes de cada canal de la tira se guardaron como archivo 

“.tif” para su cuantificación como se describe enseguida (figura 10). 

 

 

7.5.5.2 Cuantificación empleando el programa Image J 

 

Para la cuantificación se utilizó el programa Image J (NIH) 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Se abrió la composición en  escala de grises 

y 8 bits del canal del HCT (350 nm), y manualmente se eliminaron las partes no 

contabilizables de la imagen (i. e. área no perteneciente al interior del cerebro) 

utilizando la herramienta “freehand selections”. En seguida, se determinó el umbral 

usando la herramienta “Threshold” de segmentación, tal que nos permitiera 

seleccionar los núcleos celulares.  

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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Figura 10. Región del cerebro utilizada para realizar los cortes coronales. A. El área entre las dos líneas 
rojas incluye la zona irrigada por la arteria cerebral media (corteza y estriado) la cual fue ocluida para 
causar la isquemia (aproximadamente 2.52 mm bregma – 8.28 mm interaural); incluye el área de infarto 
y la de penumbra. B. Dentro del recuadro rojo se muestra la región de la corteza que fue fotografiada, 
incluye el hemisferio isquémico (izquierdo) como del no isquémico (derecho). 

 

 

En la segmentación obtenida se cuantificaron las partículas con un tamaño 

entre 50 y 200 μM (el tamaño de los núcleos teñidos con HCT) mediante la 

herramienta “Analyze Particles”: (Analyze – Analyze Particles – Size: 50-200 – Show: 

outlines – Display results – Clear results – Summarize – Add to manager – Exclude on 

Edges – OK). Mediante ésta segmentación se generó una base de datos con las marcas 

seleccionadas, las cuales fueron verificadas manualmente para su correspondencia a 
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núcleos celulares. Enseguida, las marcas seleccionadas fueron convertidas a ROIs y se 

generó una máscara. 

 

 Este procedimiento se realizó con cada una de las imágenes para los otros dos 

canales para seleccionar y cuantificar la marca positiva de FJ (+) o Etidina.   

Después se empalmó la máscara de los núcleos celulares) mediante la herramienta 

“ROI Manager” (ROI Manager – Properties – Color: red – More – Open: RoiSet: canal 

350) con las máscaras de ROIs de los otros canales. Éste empalme de máscaras 

permitió evaluar manualmente la correspondencia a las marcas segmentadas de los 

canales rojo y verde, descartando la marca no específica y se agregaron manualmente 

las marcas que no fueron seleccionadas por el programa (T-ROI Manager: Measure). 

De ésta manera se obtuvieron el número total de células (teñidas con HCT, medido a 

350 nm, azul), el total de células positivas a degeneración (teñidas con FJ a 488 nm, 

verde) y el total de células positivas a producción de ERO (teñidas con Etidina a 594 

nm, rojo).   

 

Para cuantificar el área total examinada, se seleccionó toda el área cuantificada 

para determinar su dimensión con la función “Measure” (Analize – Tools – Roi 

Manager – Add (T) – Image – Properties – Unit of Length: μm – Roi Manager – 

Measure).  Los resultados se presentan en densidad. 

 

7.6 Evaluación del nivel de expresión del ARNm por PCR cuantitativo 

7.6.1 Extracción del ARN  

 

Se utilizó material de plástico nuevo y libre de ARNasas. El material de vidrio y 

de metal fue descontaminado utilizando agua oxigenada (sumergiendo el material 

durante 30 min) y enjuagando con agua tratada con dietil pirocarbonato, (D-5758 

SIGMA) (DEPC, ver anexo 1). Se usaron guantes para prevenir la contaminación del 

material con RNasas. En todo el procedimiento se utilizó  agua libre de RNasas (H2O-

DEPC).  
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El tejido (50-100 mg de tejido de la corteza frontoparietal) se homogeneizó con 

un pistilo de teflón, en 1 mL de TRIzol Reagent (No. Catálogo 15596-018, 

INVITROGEN) Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 5 min a T.A. Se 

agregaron 200 μL de cloroformo, se agitó vigorosamente usando vórtex durante 15 

seg. y se incubó a T.A. durante 2-3 min. En seguida, las muestras se centrifugaron a 12 

000 x g por 15 min a 4°C. Se obtuvieron dos fases, una fase inferior roja (fenol-

cloroformo), una interfase y una fase superior incolora acuosa. El ARN permanece en 

la fase superior acuosa. Para precipitar el ARN, se transfirió la fase acuosa a un tubo 

limpio, se agregaron 0.5 mL de isopropanol, se mezclaron con vórtex y se incubaron a 

4°C durante toda la noche. Después de la incubación, se centrifugaron 10 min a 12 000 

x g a 4°C, se eliminó el sobrenadante y se lavó la pastilla de ARN con 1 mL de etanol al 

75% en H2O-DEPC. Se mezcló en el vórtex y se centrifugó a 7 500 x g durante 5 min a 

4°C. Enseguida se eliminó el sobrenadante (cuidadosamente porque la pastilla se 

despega fácilmente) y la pastilla se dejó secar a T.A (aproximadamente 10 min). El ARN 

total se disolvió en 50 μL de H2O-DEPC. El ARN se mantuvo a 4°C y se cuantificó 

inmediatamente por espectrofotometría a 260 nm. El ARN que no se utilizó se guardó 

de -20 a -80°C. Antes, se le agregaron 11 μL de acetato de sodio (2 M pH 4.0) y 700 μL 

de etanol absoluto por cada 50 μL de ARN en agua. Nota: El ARN en etanol al 75% 

puede guardarse durante una semana de 2-8°C o durante un año a -5 a -20°C. Para 

recuperarlo se centrifuga a 7 500 x g durante 5 min a 4°C y se continúa con el lavado. 

 

7.6.2 Síntesis de ADNc 

 

Se mezclaron 5 μg de ARN total, 2.5 μM (50 ng) de hexámeros (Random 

Hexamers (N8080127, Applied Biosystems) en un volumen final de  17.5 μL de H2O-

DEPC. La mezcla se incubó durante 7 minutos a 65°C. Se pasó inmediatamente a hielo 

y se mezclaron los otros componentes de la reacción: amortiguador de reacción M-

MLV- 5X (M1701, Promega), 500 μM de dNTP’s (Deoxynucleoside triphosphate set 

(1969064, Roche Diagnostics Corporation), 20 U de RNasin® Ribonuclease Inhibitor 

(N2115, Promega Corporation) y 200 U de M-MLV-RT (M-MLV Reverse Transcriptase 

(M1701, Promega). Posteriormente se incubó 1 h a 37 ºC. 
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 7.6.3 Reacción de la cadena de la polimerasa–transcriptasa reversa en tiempo 

real (qRT-PCR) 

 

El análisis de la expresión del TFG-β1 se realizó con sondas TaqMan® específicas 

para TGF-β1 (Rn00572010_m1, Applied Biosystems) y como control endógeno se 

determinó la expresión del ARN ribosomal de la subunidad 18S (18S ARNr), utilizando 

una sonda TaqMan®VIC) (4308329, Applied Biosystem).Para una reacción con volumen 

final de 20 μL, se ocuparon 10 μL de la mezcla de reacción Máster Mix (2x) (58003365-

01, Applied Biosystems,), 0.05 μL  de sonda TaqMan  o  0.05 μL de oligos sense, 

antisense y sonda del gen endógeno y se completó el volumen de 200 μL con H2O-

DEPC. Se agregaron todos los componentes excepto el ADNc, se mezclaron y se 

centrifugaron. Se agregaron 57 μL de la mezcla a tubos eppendorf de 600 μL. La mezcla 

sobrante se utilizó para el control negativo sin ADNc (NTC) (19 μL por pozo). Se 

agregaron 3 μL del ADNc de la dilución de cada muestra de ADNc (1:50) a cada tubo. 

Se cargaron 18 μL de cada mezcla en los tubos ópticos. Las reacciones se realizaron por 

triplicado. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 2 minutos a 50°C, 10 

minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C. Se 

empleó un detector de PCR tiempo real ABI PRISM 7500 Sequence Detector System 

(Applied Biosystems). El análisis de los datos se realizó utilizando el método 

comparativo 2-∆∆CT (Livak & Schmittgen, 2001). 

 

6.6.4 Análisis por el método ΔΔCt 

 

Se realizó la cuantificación relativa de la expresión del ARNm del TGF-β1. Este tipo 

de cuantificación mide los cambios del gen de interés versus los diferentes 

tratamientos. Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del ARNm del TGF-β1 

(blanco), los datos se normalizan versus un gen de expresión constante que se utiliza 

como referencia endógena (ARNr del 18S) de tal manera que los valores resultantes 

sean reflejo de los cambios de expresión del gen y no de  las diferencias en la cantidad 

de muestra añadida. 
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Para normalizar la expresión génica, se utilizó el método comparativo de 2-ΔΔCt el 

cual es un modelo matemático que calcula los cambios de expresión génica como un 

cambio relativo en ésta (número de veces) entre una muestra experimental (control) y 

las diferentes variables.  

 

Para utilizar el método, primero fue necesario realizar un ensayo de validación de 

los ensayos de amplificación usando diluciones seriadas para el ARNm del TGF-β1 y 

para el ARNr del 18S. Se emplearon las diluciones 1:20, 1:40, 1:80 y 1:160, las cuales 

nos permitieron detectar una diferencia de un ciclo de amplificación entre cada 

dilución. Se realizaron las reacciones de RT-PCR y se obtuvieron los Cts (ciclo umbral de 

detección) para realizar el cálculo de la eficiencia de amplificación. Ésta fue del 93 % 

para TGF-β1 y 115 % para 18S (Figura 11; Ver anexo 2).  

 

Posteriormente, para poder utilizar el método comparativo se realizó una curva de 

rango dinámico de detección para ambos genes. Se obtuvo el ΔCt  (Ct TGFβ-1 – Ct 18S 

ARNr) para cada una de las concentraciones utilizadas (Ver anexo 2). La pendiente 

obtenida de la gráfica fue de -0.84 lo que valida la utilización del método. 
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Eficiencia ARNr 18 s 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 11.Cálculo de la eficiencia de amplificación del ARNr 18S y el ARNm de TGF-β1. La recta 
obtenida permitió calcular la eficiencia de amplificación de la reacción (E = 10

-1/m
 -1). 

 

 

Eficiencia ARNm TGF-β1 
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7.7. Diseño experimental 

 

Se realizaron ensayos de RT-qPCR para evaluar la expresión del TGF-1 en la 

corteza frontoparietal ipsilateral a la lesión. Para este análisis los animales se 

dividieron aleatoriamente en 6 grupos experimentales: control (CT);  control + 

vehículo (CT+VH), al que se le administró 100 μL de EtOH al 50 o al 7% i. v. por la 

vena caudal al momento de la reperfusión; control + RSV (CT+RSV), al que se le 

administró 1 mg/kg de RSV en 100 μL de EtOH al 50 %; el isquémico/reperfundido 

(IR), en el que las ratas se sometieron a dos horas de isquemia y 2, 4 o 24 de 

reperfusión; el IR más vehículo (IR+VH), en el que a las ratas se les administró el 

EtOH (50%) al momento de la reperfusión; y el IR más RSV (IR+RSV), al que se le 

administró 1 mg de RSV/kg de peso vía i. v. por la vena caudal al momento de la 

reperfusión. Para evaluar el daño celular se realizó una tinción con FJ en 4 grupos 

experimentales: CT, IR, IR+VH e IR+RSV, y la evaluación se realizó en los lados 

ipsilateral y contralateral a la lesión. Finalmente, la producción de ERO se evaluó 

con etidina, para éste ensayo se utilizaron 3 grupos experimentales: IR, IR+VH e 

IR+RSV; en ambos hemisferios cerebrales. No se utilizó el control porque no 

observó señal positiva en ratas control por lo que el lado contralateral de la lesión 

fue utilizado como referencia para  cuantificar los cambios. 

 

 

8.  RESULTADOS 

 

 8.1 El RSV disminuye la neurodegeneración en ratas sometidas a IR 

 

Se realizó una tinción por FJ para evaluar el daño celular ocasionado por la IR, ya 

que el FJ  permite identificar células degeneradas. En el grupo control, observamos un 

número basal de células (CFJ+) de 5.1 cel/mm2. El lado contralateral a la lesión, no 

mostró diferencias significativas entre grupos, teniendo valores CFJ+ de 1-10 cel/mm2.  

Cuando las ratas fueron sometidas a IR, el número de CFJ+ aumentó un 96 % (128.7 

cel/mm2), indicando que la MCAO induce el daño celular. En las ratas del grupo IR+VH 

50%, es decir sometidas a IR y tratadas con el vehículo (etanol al 50%) la densidad de 
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CFJ+ bajó a 59.2 cel/mm2, lo que representa una disminución del 54 % con respecto al 

grupo IR. Con la intención de disminuir el efecto del etanol, se analizó un grupo IR+VH 

tratadas con vehículo al 7%, en este se observó un CFJ+ de 32.9 cel/mm2, lo que 

representa una disminución del 44 % con respecto al grupo IR+VH 50%. Finalmente,  

encontramos que el tratamiento con RSV, redujo el daño inducido por isquemia, en el 

grupo IR+RSV 50% se observó una disminución en la densidad de las células dañadas 

del 96 % (4.8 cel/mm2) con respecto al grupo IR. Cuando se administró el RSV diluido 

en 7% de etanol, la densidad de CFJ+ disminuyó a 3.7 cel/mm2 (figuras 12 y 14; tabla 

4). 

 

 

 

Figura 12. Cuantificación del daño celular. Doce campos consecutivos por corte localizados en la 
corteza frontoparietal fueron adquiridos usando un microscopio de epifluorescencia (10X).  El 
porcentaje y la densidad de células positivas a fluoro jade (CFJ+) fue determinado usando el programa 
Image J.La densidad de CFJ+ aumentó casi 124 veces (128.7 cel/mm

2
) en el grupo sometido a MCAO y 

reperfusión (IR). Se utilizaron 6 grupos experimentales; control (CT), control + vehículo (etanol 50 %) 
(CT+VH), control + resveratrol (CT+RSV), isquemia/reperfusión (IR), isquemia/reperfusión + vehículo 
(etanol al 50%) (IR+VH) e isquemia/reperfusión + resveratrol (IR+RSV).One way-ANOVA; *diferencia 
significativa vs  CT; **vs IR; w vs IR+VH 50%; +vs IR+VH 7%. P<0.05% 
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8.2 El RSV diluido en etanol a una concentración baja disminuye la producción 

de ERO  

 

Se realizó la detección del marcador etidina en su forma oxidada para evaluar el 

efecto de la IR y del tratamiento en las concentraciones de ERO. En el análisis de las 

imágenes en las ratas control no se detectó la marca, por lo que al realizar los estudios 

en las ratas en donde se les aplicó la maniobra de IR se tomó el lado contralateral a la 

lesión como control; no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos. En el 

grupo IR se observaron 31.1 cel/mm2 positivas a etidina, es decir mostró un 

incremento del 68% en las ERO generadas debido a la IR en comparación con el 

hemisferio contralateral (9.9 cel/mm2). En el grupo IR+VH 50%, al que se le administró 

el vehículo (etanol al 50%) observamos que el número de células positivas a etidina 

aumentó a 78.6 cel/mm2 en el hemisferio ipsilateral a la lesión, esto es un 87%. En el 

grupo IR administrado con etanol al 7% observamos un aumento del 80% (50.2 

cel/mm2) sin diferencias significativas con respecto al hemisferio contralateral a la 

lesión.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cuantificación de la producción de ERO. Doce campos consecutivos por corte fueron 
adquiridos usando un microscopio de epifluorescencia (10X). El área del cerebro localizada en estos 
campos fue la corteza frontoparietal. El porcentaje y la densidad de células positivas fue determinado 
usando el programa Image J. Se utilizaron 5 grupos experimentales; isquemia/reperfusión (IR), 
isquemia/reperfusión + vehículo (etanol al 50 %) (IR+VH 50%), isquemia/reperfusión + vehículo (etanol 
al 7 %) (IR+VH 7%), isquemia/reperfusión + resveratrol en etanol al 50% (IR+RSV 50%VH) e 
isquemia/reperfusión + resveratrol en etanol al 7% (IR+RSV 7%VH).One way-ANOVA; *diferencia 
significativa vs grupo IR; **vs grupo IR+VH 50%. P<0.05. 
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Las ratas tratadas con RSV diluido en etanol al 50% no tuvieron diferencias 

significativas con respecto a las ratas tratadas con etanol a cualquier concentración. 

Sin embargo, el grupo de RSV diluido en etanol al 7% tuvo una reducción del 82 % (9.1 

cel/mm2) en el número de células positivas a ERO, estadísticamente significativa 

(P<0.05) con respecto a IR+VH 7%. Este efecto mostró los efectos antioxidantes del 

RSV sin ser enmascarados por las concentraciones altas de etanol y confirmando los 

efectos prooxidantes del etanol (figuras 13 y 14; tabla 4). También se observa en el 

lado contralateral a la lesión un incremento de las células positivas a Etidina 

relacionado a la administración del etanol y su concentración, con una tendencia a 

incrementar aún más en las concentraciones altas (50%). 
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 Hoechst Etidina Fluoro-Jade Empalme (Et/FJ) Empalme (HCT/Et/FJ) 

CONTROL 

     

IR 

     

IR + VH 

     

IR + RSV 

     
Figura 14. Evaluación de daño celular y la producción de ERO. Ensayos de tinción de inmunofluorescencia, se realizaron utilizando secciones coronales del cerebro a partir 
de los grupos: control sin isquemia, sometidos a 2 h de isquemia y 24 h de reperfusión (IR), sometidos a 2 h de isquemia y 24 h de reperfusión más vehículo (IR + VH) y más 
el resveratrol (IR+RSV), se evaluó el número de células totales con Hoechst. La etidina se muestra en su forma oxidada debido a su interacción con las ERO producidas 
durante la isquemia. La capacidad antioxidante del resveratrol redujo la señal positiva a Etidina. El Fluoro-Jade (FJ)  nos permitió observar las células degeneradas, que 
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aumentan en número en el grupo de IR y disminuyen con el tratamiento con el vehículo y con RSV. El empalme nos permite ver cómo algunas células teñidas con FJ y 
etidina se mezclan, lo que sugiere que al menos parte de los daños se puede asociar a los ROS producidos durante la reperfusión. 
 

 

 

Tabla 4. Cuantificación de daño celular y producción de ERO. De las fotografías tomadas se hizo una cuantificación en el programa Image J a partir del número total de 
células (teñidas con HCT) y se sacó el porcentaje y la densidad de células positivas a FJ y Etidina para evaluar el daño celular y la producción de ERO en la isquemia. 

  

CONTEO 

TOTAL 

(#cel) 

DENSIDAD 

HCT 

%CEL 

POSITIVAS 

FJ 

DENSIDAD FJ 

(#cel/mm2) 

%CEL 

POSITIVAS 

ET 

DENSIDAD 

ET 

(#cel/mm2) 

CTRL 
IPSILATERAL 1791 316.4 1.9 5.1 - - 

CONTRALATERAL 1592.7 273.4 0.5 0.4 - - 

IR 
IPSILATERAL 1457 302.5 44.5 128.7 45.6 31.1 

CONTRALATERAL 1770 491.6 9.5 9.7 14.6 9.9 

IR + VH 50% 
IPSILATERAL 1091 198.1 29.6 59.2 64.4 78.6 

CONTRALATERAL 745.8 144.3 7.7 5.6 37.2 47.1 

IR + VH 7% 
IPSILATERAL 1662 110.7 33.7 32.9 53.5 50.2 

CONTRALATERAL 1506.7 76.6 9.3 7.2 23.7 18.1 

IR + RSV 50%VH 
IPSILATERAL 934.8 182.2 3.5 4.8 46.5 49 

CONTRALATERAL 849.3 178 3.3 4.4 39.3 38.9 

IR + RSV 7%VH 
IPSILATERAL 1730.5 98.5 3.9 3.7 9 9.1 

CONTRALATERAL 1334 81.5 6 5 18.1 15.8 
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8.3 El RSV aumenta la expresión del TGF-β1 a 4 h de reperfusión y la 

disminuye a 24 h. 

 

 Se realizó un estudio de RT-PCR para evaluar el efecto del RSV en la expresión 

del TGF-β1 en ratas sometidas a 2 horas de isquemia. Un primer análisis se realizó a las 

24 h de reperfusión, ya que a estos tiempos observamos el efecto protector del 

tratamiento,  se observó una disminución en la expresión del TGF-β1 en todos los 

grupos experimentales. Con el control normalizado en 1.0, observamos una 

disminución del 86% en la expresión de TGF-β1 al administrarle el etanol al 50% 

(0.18+0.1). Al administrar el RSV, la disminución fue del 87% (0.17+0.1); al aplicarle la 

maniobra de IR la disminución fue del 93 %, (0.09+0.1); el grupo IR con etanol, mostró 

una disminución de un 97 % (0.03+0.1), al igual que el grupo IR al que se administró el 

RSV (0.03+0.1) (figura 15). No es encontraron cambios significativos entre los 

diferentes tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expresión de TGF-β1 en isquemia cerebral en ratas sometidas a 24 h de reperfusión. Los 
niveles relativos de ARNm se determinaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el 
método ΔΔCT comparativo empleando un detector de ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Se utilizó 
ARN obtenido de corteza somatosensorial. Se utilizaron 6 grupos experimentales (n=6); Control (CT), 
Control + Vehículo (etanol 50 %) (CT+VH), Control + Resveratrol (CT+RSV), Isquemia/Reperfusión (IR), 
Isquemia/Reperfusión + Vehículo (etanol al 50 %) (IR+VH) e Isquemia/Reperfusión + Resveratrol 
(IR+RSV). * One way-ANOVA. Diferencia Significativa vs CT. P<0.05%. 

 

Expresión relativa del 
ARNm TGFβ-1 con respecto al ARNr 18s 
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Con la intención de determinar si el tratamiento había provocado un cambio en 

la expresión del TGF-1 a tiempos previos se realizó el ensayo a 4 horas de 

reperfusión. Encontramos que los grupos controles [CT+VH (EtOH 50%) y CT+RSV] 

muestran un aumento en la expresión del TGF-β1 (2.807 ± 0.1 y 4.747+1.2, 

respectivamente).  Se observó un aumento de aproximadamente 3 veces en el grupo 

IR (3.2715+0.7) con respecto al control (1.011+0.1). La administración de RSV a ratas 

sometidas a IR provocó un incremento de 14 veces (14.9665+0.5). En el grupo IR + VH, 

observamos que el etanol al 50%  previene el incremento en la expresión de TGF-β1 

inducido por la IR, ya que se observan los niveles basales de expresión (1.169 ± 0.4) 

(figura 16). 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Expresión de TGF-β1 en isquemia cerebral en ratas sometidas a 4 h de reperfusión. Los 
niveles relativos de ARNmse determinaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el 
método ΔΔCT comparativo empleando un detector de ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Se utilizó 
ARN obtenido de corteza somatosensorial. Se utilizaron 6 grupos experimentales (n=6); Control (CT), 
Control + Vehículo (etanol 50 %) (CT+VH), Control + Resveratrol (CT+RSV), Isquemia/Reperfusión (IR), 
Isquemia/Reperfusión + Vehículo (etanol al 50 %) (IR+VH) e Isquemia/Reperfusión + Resveratrol 
(IR+RSV). * One way-ANOVA. Diferencia Significativa vs CT; **vs IR. P<0.05%. 
 

 

 

 

 

Expresión relativa del 
ARNm TGFβ-1 con respecto al ARNr 18s 
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9. DISCUSIÓN 

 

Los compuestos polifenólicos producidos por las uvas y encontradas en el vino 

tinto (e. g. ácidos fenoles, estilbenos (e. g. el RSV), antocianas, taninos catequinos, 

flavonoles y flaconas) tienen el potencial de donar electrones o reaccionar con los 

radicales libres, como el O2
.-, ·OH y HO2

-, producidos durante la IR cerebral y capaces 

de causar daños irreversibles a las células (Hung et al., 2002). Congruente con estas 

propiedades, se ha demostrado que la administración de polifenoles, entre ellos el 

RSV,  puede reducir los daños producidos por la isquemia cerebral (e. g. el tamaño del 

infarto) al modular procesos como la producción de ERO ya sea de manera directa por 

su molécula capaz de reaccionar con radicales libres o desencadenando rutas 

metabólicas, y al modular la respuesta inflamatoria (Martínez J et al., 2000; Sebai H et 

al., 2008; Hung LM et al., 2002; Beckman et al., 1990; Brito P et al., 2002; Frankel EN et 

al., 1993; Amri et al., 2011).  

 

Se han utilizado en estudios, dosis múltiples de 30 mg de RSV/kg (por 6 días y 

hasta una hora antes de la isquemia); 0.002,0.0002, 0.0001 mg/kg (30 min antes de la 

isquemia) 1 y 5 mg de RSV/kg (3 y 6 h después del infarto). Sin embargo, se ha 

demostrado que una sola dosis de antioxidantes administrados al inicio de la 

reperfusión pueden prevenir el daño inducido por la isquemia (Aguilera et al., 2010). 

En particular un estudio realizado en humanos en donde aplican una bomba de 

antioxidantes antes y después de la terapia trombolítica para contener el daño 

causado por un infarto al miocardio (Hicks et al., 2007) mostró mejoras significativas.   

 

Peters et al. (1998) evaluaron la producción de ERO después de  3h de isquemia 

(gpo II) y 1h de isquemia y 2h de reperfusión (gpo III) comparándolos con los valores 

de un control (gpo I). Encontraron que al iniciar la isquemia (10 min), el valor de ERO 

en el grupo II incrementó casi 5 veces después de 10 minutos y se mantuvo elevado 

por el tiempo que duró la isquemia. En el grupo III,  se observó un incrementó máximo 

de un 489 %, al inicio de la reperfusión, posteriormente la producción de ERO en este 

grupo se mantuvo en un 200% similar al grupo II (figura 5). Estos resultados sugieren 
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que la administración de antioxidantes al inicio de la reperfusión podrían contener el 

pico de ERO producido por la reperfusión (Aguilera et al., 2010). 

 

Uno de los mecanismos con el que actúan los antioxidantes puede ser 

explicado por las vías de señalización accionadas por los radicales libres. El O2
.- es un 

radical libre que tiene diversas fuentes, una de ellas es la cadena transportadora de 

electrones que produce constantemente radicales del oxígeno (del 2 - 5 % de los 

electrones). La formación de O2
.- ocurre en la membrana externa de la mitocondria, en 

la matriz y en ambos lados de la membrana interna de la mitocondria. Mientras que el 

O2
.- generado en la matriz es eliminado en ese compartimento, parte del O2

.- producido 

en el espacio intermembranal puede ser llevado al citoplasma a través de canales 

aniónicos dependientes de voltaje. La contribución relativa de cada complejo en la 

producción de O2
.- varía de orgánulo a orgánulo y también depende de la situación 

metabólica de la mitocondria: respirando (estado 3) o la cadena respiratoria esté 

altamente reducida (estado 4). Aunque el complejo III es el responsable de la mayoría 

del O2
.- producido en la mitocondria del corazón y pulmones, en el cerebro bajo 

condiciones normales la fuente primaria de la formación de O2
.- parece ser el Complejo 

I (Turrens, 2003). La velocidad de la formación del O2
.- por la cadena respiratoria es 

controlada básicamente por una acción de masas, incrementa cuando el flujo de 

electrones baja (aumentando la concentración de donadores de electrones) y cuando 

la concentración de oxígeno sube. En la ausencia de ADP, el movimiento de H+ a través 

de la ATP-sintetasa (complejo V) cesa y el gradiente de H+ aumenta causando que el 

flujo de electrones baje y la cadena respiratoria se reduzca. Como resultado, el estado 

de equilibrio fisiológico de la concentración de O2
.- aumenta (Turrens, 2003). 

 

Nuestro estudio consistió en administrar una dosis de RSV al inicio de la 

reperfusión, en donde se forma la mayor cantidad de ERO, y evaluar su efecto 

antioxidante y protector en los cerebros de rata sometidos a MCAO seguidos de 

reperfusión empleando las técnicas de tinción con FJ y la sonda Et, además de buscar si 

existe alguna relación entre el RSV y el ARNm de TGF-β1 para proteger a las células 

cerebrales. 
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  El FJ es un compuesto selectivo y altamente sensible, utilizado para  identificar 

neuronas degeneradas (Wang et al., 2010). La MCAO causó neurodegeneración, lo cual 

fue  evidenciado mediante la detección de células positivas a FJ+. Utilizando este 

método, encontramos que las células degeneradas disminuyen con la administración 

de RSV tanto como con el VH (etanol 50%). Por lo tanto, decidimos reducir la 

concentración del VH, con la intención de disminuir el efecto sinérgico del etanol y 

poder evaluar el efecto específico del RSV. Sin embargo, aún utilizando una 

concentración de etanol al 7% (mínima requerida para disolver la dosis empleada de 

RSV), se observó el mismo efecto. Esto fue una disminución en el número de células 

positivas a FJ con un 54-74 % de protección, sin mostrar diferencias significativas entre 

ambas concentraciones de etanol. Estos resultados coinciden con el trabajo de Liao et 

al. (2003) donde evaluaron el efecto del etanol en un modelo de isquemia. 

Encontraron que en el modelo in vivo el etanol (30 μL al 0.1 %) disminuye el tamaño 

del infarto y la elevación de mediadores inflamatorios; y en cultivo neuronal, el etanol 

suprime el estrés oxidante y la apoptosis neuronal inducida por la privación de oxígeno 

y glucosa. 

  

 El consumo moderado de alcohol (1-2 copas diarias) ha mostrado que protege 

contra enfermedades coronarias (Liao et al., 2003; Catalgol et al., 2012). Sin embargo, 

la relación entre el consumo moderado de alcohol y el ataque isquémico es 

controversial. Nosotros hayamos los efectos benéficos del etanol contra la MCAO 

asociados a una disminución de la neurodegeneración. El probable mecanismo de 

acción del etanol en el infarto puede estar ligado a su habilidad de inhibir la liberación 

de aminoácidos excitotóxicos, deprimir la función del receptor de glutamato, y atrapar 

radicales libres. Ha sido reportado que el etanol inhibe la corriente iónica activada por 

el NMDA,  previniendo la excitotoxicidad en el modelo animal (Liao et al., 2003). 

Además, en nuestro laboratorio se ha encontrado que el etanol es capaz de inducir 

una disminución de la expresión de las subunidades NR1 y NR2 del receptor de 

glutamato tipo NMDA (Tesis Cerón, 2013).  

 

 Por otro lado, nosotros observamos que la administración del RSV tiene un 

efecto adicional (97% de protección) al observado con el vehículo solo (etanol al 7 o 
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50%). Por lo que es evidente que el RSV es un protector mucho más poderoso que el 

etanol (independientemente de su concentración), se observó un mayor efecto: 3.5 % 

RSV vs 29.6 % EtOH.  

 

 Un efecto sinérgico entre el etanol y el RSV lo observaron previamente Catalgol 

et al. (2012). Ellos mostraron que el RSV tiene un efecto negativo en la proliferación de 

un hematoma de rata y en un hepatoblastoma humano (HepG2), efecto que se vio 

potenciado al agregar etanol al medio de cultivo.  

 

 Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con una sola dosis de 

resveratrol (1 mg/kg) al momento de la reperfusión protege contra el daño en la 

isquemia cerebral. Los resultados apoyan la idea de que el tratamiento con RSV es 

prometedor por su habilidad de reducir la severidad del daño debido al ataque y 

podría tener un impacto significativo en la calidad de vida y costos asociados al 

cuidado de los sobrevivientes a los infartos. Aunque en estudios en pacientes con 

infarto cerebral no se ha demostrado el efecto protector de antioxidantes,  Hicks et al., 

(2007) determinaron el impacto de las ERO examinando el efecto de vitaminas 

antioxidantes en cambios Bioquímicos y arritmias inducidos por la reperfusión en 

corazón antes y después de la terapia trombolítica. Encontraron que aquellos que 

recibieron antioxidantes, mostraron una disminución en los latidos ventriculares 

prematuros (100% vs 38%), la fibrilación atrial (44% vs 6%), la taquicardia ventricular 

(31% vs 0%), el bloqueo atrial-ventricular de primer grado (44% vs 6%), la actividad de 

la malondialdehído en plasma a la primer hora de trombólisis (1.07 +/- 0.10 vs 0.53 +/- 

0.10 nmol de la proteína malondialdehído/mg en plasma) y en los neutrófilos 

circulando después de 24 h después de la reperfusión. La capacidad antioxidante del 

plasma fue incrementada de 1.89 +/- 0.15 a 3.00 +/- 0.31 unidades/mg. Éstos 

resultados sugieren que los antioxidantes pueden ser útiles como adyuvantes al 

controlar las alteraciones inducidas por la reperfusión después de la terapia 

trombolítica. Esto nos indica que se mejora el estado general del tejido, por lo que es 

posible que en la isquemia cerebral una mezcla de antioxidantes produzca el mismo 

efecto, aunque con diferente mecanismo debido a las diferentes proteínas que se 

activan. 
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 El papel de los polifenoles para proteger contra el estrés oxidante es un tema de 

interés y de controversia. Debido a su alta solubilidad en lípidos, varios estudios in vivo 

e in vitro han reportado que el trans-resveratrol al ser administrado u obtenido de la 

dieta,   puede depositarse en tejidos de alto contenido lipídico como el SN. El 

transporte del plasma a blancos intracelulares parece involucrar tanto difusión pasiva 

como procesos mediados por transportadores (Gonthier et al., 2012).  

 

 El cerebro es particularmente susceptible al estrés oxidante debido a su alto 

consumo de oxígeno, su alta proporción de ácidos grasos poliinsaturados y sus bajos 

niveles de enzimas antioxidantes (Gonthier et al., 2012). En consecuencia, el cerebro 

es un blanco primario en situaciones en las que los radicales libres están implicados, 

tales como el envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas y el metabolismo 

xenobiótico. De hecho, las ERO juegan un papel crítico en la isquemia y el estrés 

oxidante induce apoptosis, activa la inflamación en las células neuronales y produce 

neurodegeneración.  

  

 La etidina es una sonda fluorogénica útil para la detección de ERO, incluyendo 

O2
-· en sistemas biológicos debido a que es un compuesto hidrofóbico, sin carga y 

capaz de cruzar membranas extra e intracelulares. La etidina en el citosol despide una 

fluorescencia azul, mientras que después de su oxidación por oxidantes como el O2
-· y 

el H2O2, se convierte en 2-hidroxietidina (2-EOH) y etidio; este último se intercala con 

el ADN, tiñendo al núcleo con una fluorescencia roja brillante (Lü et al., 2010).  

 

 El porcentaje de células positivas a Etidina fue de 45.6 % después de la isquemia 

vs un 14.6 % observado en el lado contralateral a la lesión (control). Al administrar el 

etanol al 50 % se observó que éste porcentaje aumentó a un 82 % mostrando que el 

vehículo tiene un efecto prooxidante. El efecto adverso del etanol en diferentes 

funciones del SNC ha sido bien documentado. Debido a la sensibilidad del cerebro al 

estrés oxidante se ha demostrado que este órgano es un blanco principal del etanol, y 

su consumo ha sido asociado con el daño severo. Las ERO son producidas durante el 

metabolismo normal de la célula al igual que después de la exposición a varios 
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xenobióticos incluyendo el alcohol, el cual se ha demostrado que tiene la habilidad de 

incrementar el estrés oxidante, al aumentar la producción de ERO y la formación de 

productos de peroxidación lipídica (Gonthier et al., 2012).  

 

 Adicionalmente, observamos que las ERO producidas en ratas sometidas a IR y 

tratadas con RSV diluido en etanol al 50%, no fueron  significativamente diferentes con 

las producidas en ratas sometidas a IR y tratadas con etanol a cualquier concentración 

(7 y 50%). Esta respuesta parece estar asociada al efecto prooxidante del etanol 

discutido previamente. Por ello, decidimos bajar al máximo la concentración de etanol 

empleada (7%), esto es, a la concentración mínima en donde se puede disolver el RSV 

usando una dosis de 1 mg/kg de peso. En estas condiciones observamos que el grupo 

IR tratado con RSV diluido en etanol al 7% presentó una reducción de ERO del 82 % 

significativamente menor a la de los otros grupos.  

 

 Este resultado sugiere que el RSV tiene un efecto antioxidante que puede 

contrarrestar el efecto pro-oxidante del etanol. Congruente con esta interpretación 

Tiwari et al. (2013) quienes estudiaron el efecto del RSV en las ERO producidas por una  

dosis diaria de etanol (10 g/kg) durante 10 semanas, encontraron que el RSV tiene un 

efecto protector contra el estrés oxidante en ratas. Demostraron que el etanol 

disminuye la concentración de glutatión reducido y la actividad enzimática del SOD y la 

catalasa en la corteza e hipocampo de ratas tratadas con etanol; éste efecto se redujo 

de manera dependiente de la dosis de RSV (5, 10 y 20 mg/kg) en ambas áreas del 

cerebro de las ratas tratadas con etanol. 

 

 De hecho el RSV contenido en el vino tinto, ha sido implicado en la “paradoja 

francesa”, un fenómeno que caracteriza la baja incidencia de la enfermedad coronaria 

en el sur de Francia a pesar de su dieta alta en grasas saturadas. Numerosos beneficios 

del RSV han sido reportados (e. g. anticancerígeno, antiviral, antiinflamatorios 

antienvejecimiento) pero la mayoría de las acciones biológicas protectoras han sido 

relacionadas a sus propiedades intrínsecas “scavenger”. Adicionalmente, se ha 

demostrado el  efecto neuroprotector del RSV contra la toxicidad producida por el 

etanol en cultivos de astrocitos (Gonthier et al., 2012). En este mismo sentido, existen 
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estudios que documentan que la ingesta de vino tinto sin alcohol mejora la función 

endotelial y baja los efectos adversos de fumar en la presión sanguínea sistólica e 

incrementa la vasodilatación. Además muchos factores como las proteínas, 

carbohidratos, fibra, grasa y el alcohol han sido sugeridos como modificadores 

positivos o negativos para la absorción de polifenoles (Catalgol et al., 2012). Por lo que 

con nuestros resultados podemos concluir que la protección ofrecida por el trans-

resveratrol contra el estrés oxidante depende de la concentración del etanol y sólo 

pudo observarse empleando la concentración más baja. 

 

 Nuestros resultados demostraron que el RSV tiene un efecto protector cuando es 

aplicado en una dosis única al inicio de la reperfusión. Aunque el efecto protector del 

RSV ha sido muy estudiado en diversos modelos experimentales, sus mecanismos de 

acción aún son controversiales y pobremente definidos.  

 

 Se ha observado que durante la isquemia se desencadena una cascada de 

respuestas antiinflamatorias que incluyen la activación del TGF-β1. Debido a que el 

RSV además de su actividad antioxidante presenta propiedades antiinflamatorias, las 

cuales están ligadas con su efecto protector, decidimos evaluar su efecto en la 

expresión de TGF-β1. 

 

 En el presente estudio, hemos confirmado que el ARNm del TGF-β1 incrementa 4 

h después de la isquemia y aún más dramáticamente al administrar el RSV. Resultados 

similares se encontraron en un estudio realizado por Kim et al. (2012) en donde 

evaluaron la protección mediada por el isofluorano contra el daño inducido por 30 min 

de isquemia y 4 h de reperfusión en intestino. Este grupo encontró que la exposición a 

isofluorano incrementó el nivel de TGF-β1 en las células epiteliales de intestino y en 

plasma. El intestino ha sido propuesto como la fuente de citocinas pro-inflamatorias 

que pueden llevar al desarrollo del síndrome de respuesta sistémica inflamatoria y 

sepsis con falla multi-orgánica subsecuente. Los anestésicos volátiles como el 

isofluorano, son administrados como anestesia general en ratas, además de sus 

efectos anestésicos, el isofluorano es anti-inflamatorio y citoprotector a través de la 

liberación de TGF-β1. 
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 Por otra parte, a 24 horas observamos una disminución en la expresión de TGF-

β1, Resultados similares se observan en los estudios de Lin et al. (2008) en donde 

evaluaron la expresión del TGF-β1 en ratas sometidas a infartos al miocardio con y sin 

tratamiento con RSV (0.1 y 1 mg/kg/día por 4 semanas). Al final del tratamiento, el 

estudio indicó que la expresión del TGF-β1 disminuyó significativamente con respecto 

al control.  

  

 El TGF-β1 promueve la formación de cicatrices, inhibe la infiltración de 

neutrófilos y facilita la diferenciación de células madre adultas y hematopoyéticas. 

Tales efectos benéficos son breves y la activación sostenida del TGF-β1 causa una 

remodelación estructural y eventualmente lleva a la falla del tejido (Lin et al., 2008). 

Por lo tanto, la inducción transitoria de la expresión del TGF-β1 por el RSV sugiere un 

papel potencial para éste polifenol en la protección neuronal a través de la activación 

este factor. 

   

 

10. CONCLUSIÓN 

 

 La administración de RSV al inicio de la reperfusión reduce la cantidad de ERO, 

así como la cantidad de células degeneradas a 24 h de reperfusión y los niveles de 

ARNm del TGF-β1 aumentan a 4 h de reperfusión en el modelo de isquemia cerebral 

inducido por 2 h de MCAO. 
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ANEXO 1. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 

 Agua DEPC  

Dietil pirocarborato al 0.1 %. Para preparar, se añadió el DEPC (1 mL de 

DEPC por litro de H2O), se mezcló durante toda la noche a temperatura 

ambiente y se esterilizó a 1 atm durante 20 min. 

 

 Albúmina sérica bovina (ASB) al 0.05% 

Se pesaron 0.0125 g y se disolvieron en 25 mL de agua destilada. 

 

 Etanol al 70% 

Para preparar 100 mL se tomaron 70 mL de EtOH al 100% y se mezclaron 

con 30 mL de agua destilada. 

 

 Gelatina 2% 

Para preparar 100 mL se tomaron 2 g y se diluyeron en 100 mL de agua 

destilada en la parrilla sin dejar que hierva para que no se hagan burbujas. 

Los portaobjetos con xilano se sumergieron durante 30 segundos en la 

gelatina para ser recubiertos y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

 

 PAF (4%) 

Para preparar 100 mL se tomaron 4 g y se diluyeron en 100 mL de PBS con 

agitación constante y cubierto con papel aluminio hasta que la solución 

estuvo transparente en la parrilla cuidando que no suba la temperatura a 

más de 70 ºC.  

 

 PBS (Phosphate Buffered  Saline) 

Para preparar un litro de PBS se tomaron 8.01 g de NaCl 137 mM, 0.2 g de 

Kcl 2.7 mM, 1.78 g de Na2HPO4·2H2O 10 mM, 0.27 g de KH2PO4 2 mM y se 

diluyeron en 1 L de agua destilada a 7.4 de pH. 

 

 Permanganato de Potasio (KMnO4) 0.06% 
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Para preparar 100 mL se tomaron 0.06 g de KMnO4 y se diluyeron en 100 

mL de agua destilada. 

 

 Sacarosa 30%  

Para preparar 100 mL se tomaron 30 g de sacarosa y se diluyeron en PBS. 

 

 Solución A (cuantificación de proteínas) 

Para preparar un litro se pesaron 20 g de carbonato de sodio anhídro 

(Na2CO3) al 2%, 4 g de hidróxido de sodio (NaOH) al 0.4% y Tartrato de 

sodio (KNaC6H4O6·4H2O) al 0.02% en agua destilada. (seguarda a 

temperatura ambiente. 

 

 Solución B (cuantificación de proteínas) 

Para preparar 100 mL se pesaron 0.5 g de sulfato cúprico (CuSO4) al 0.5% en 

agua destilada (se guarda a temperatura ambiente). 

 

 Solución C (cuantificación de proteínas) 

Ésta solución se prepara al momento del ensayo y se utilizaron 50 mL de la 

solución A y 1 mL de la solución B. Se calculó cuánta solución C se necesita 

en base al número de tubos que se tengan (recordar que se necesita 1 mL 

de la solución C por tubo). 

 

 Solución D (cuantificación de proteínas) 

Folín 1 N (se diluyó el folín 2.0 N 1:2 con agua destilada). Se calculó cuánta 

solución D se necesita en base al número de tubos que se tengan (recordar 

que se necesita 0.1 mL de solución D por tubo). 
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ANEXO 2.CURVA DE VALIDACIÓN RT-qPCR 

 

Tabla 5. Ct obtenidos a partir de la curva de validación  

Sample Detector Task Ct Ct Std Err 

1:20 CT TGF beta Target 34.24  

1:20 CT TGF beta Target 34.113 0.06 

1:20 CT TGF beta Target 34.567  

1:40 CT TGF beta Target 34.928  

1:40 CT TGF beta Target 35.339 0.169 

1:40 CT TGF beta Target 35.095  

1:80 CT TGF beta Target 36.55  

1:80 CT TGF beta Target 36.645 0.368 

1:80 CT TGF beta Target 37.375  

1:160 CT TGF beta Target 39.172  

1:160 CT TGF beta Target 37.309 1.19 

1:160 CT TGF beta Target 36.298  

     

1:20 CT 18S ARNr ENDO 33.501  

1:20 CT 18S ARNr ENDO 33.811  

1:20 CT 18S ARNr ENDO 35.555  

1:40 CT 18S ARNr ENDO 34.543  

1:40 CT 18S ARNr ENDO 34.255 0.904 

1:40 CT 18S ARNr ENDO 34.744  

1:80 CT 18S ARNr ENDO 35.317  

1:80 CT 18S ARNr ENDO 35.072 0.2 

1:80 CT 18S ARNr ENDO 35.564  

1:160 CT 18S ARNr ENDO 36.228  

1:160 CT 18S ARNr ENDO 37.419 0.2 

1:160 CT 18S ARNr ENDO 36.592  
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Se hicieron las siguientes diluciones de la muestra y se obtuvieron los valores de Ct 

que muestran en la tabla: 

 

1. 1:20        = 2 μL ADNc + 40 μL H2O-DEPC 

2. 1:40        = 20 μL de la dilución 1:20  + 20 μL H2O-DEPC 

3. 1:80        = 20 μL de la dilución 1:40 + 20 μL H2O-DEPC 

4. 1:160     = 20 μL de la dilución 1:80 + 20 μL H2O-DEPC 

5. NTC 

 

Tabla 6. ΔCt obtenidos a partir de los Ct de ambos genes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dilución Log Conc 
18S 

Promedio CT 

TGF-β1 

Promedio CT 

ΔCT 

TGF-β1 – 18S 

1:20 

(0.05) 
-1.301029996 33.656 34.30666667 0.65066667 

1:40    

    (0.025) 
-1.602059991 34.514 35.12066667 0.60666667 

1:80       

(0.0125) 
-1.903089987 35.318 36.5975 1.539 

1:160     

(0.00625) 
-2.204119983 36.410 37.309 1.183 
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y = -0.8402x - 0.4777 
R² = 0.5326 
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Figura 17. Resultados de la curva de calibración para TGF-β1 generada al realizar amplificaciones a partir 
de diluciones seriadas del ADNc de una muestra con concentración conocida (eje x). La curva se produce 
al graficar el promedio de los Cts obtenidos + la desviación estándar de cada uno de los triplicados. 
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ANEXO 3. TABLA DE RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANÁLISIS CON FJ Y ETIDINA. 
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ANEXO 4. PARTICIPACIÓN EN CONGRESOS. 

 

  

EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF ETHANOL & RESVERATROL IN A 
MODEL OF CEREBRAL ISCHEMIA IN RAl 

Y. , ' MoN es de Oca B" lderas F .. ' Ortiz-PIaW A .. ' Pedraza-Cho,wTi J., 

inter'" >in, 

VascJlar Cefebral: 'Laboralom 

'" 
LI d. 1N>. im 

()4510. México. pedn!z.o@un,..,., .mx. 

Stroke is the seoor>:! most :lo",moo ca use of ceatl> W<lI1d\o,ide Al p'esenl, intraveoo" s 
acmin istra100 o! re<:oo1tl n . nt 'iss,", plamirlo;¡en activat", (I-? "' ) is lhe oo ly ctinicall y ,¡:p'OIIed 
l,ed lme .. 1 ',y "'-'J I~ iscl", '" i<; . Irok~ . Hu""" ... ". I-PA 1"", lin." ,1 11"" be"" . 1"""" lu 1 .... " 
<<ICOI'do ry "i>k a.rocioto.d " i th b ood I ow " .C()V<>fY (r~u.ion) . Thu~, additiono l <trat<>gi&~ a'& 
¡equ ired to PI""ent this damage. Re,veraToI S a p<>yphenol "";l11 ~ntiox>J"nt propertie, that hao 
t:>wn lesled in an imal ",<><\eIs 01 ..oI'emc brain <!amOll" . Resveratrol i"""""" cacebra l 
prol""tioo 'I-Ihen it is adrn inislered belore an ischemic in su lt " i th a single or m'Jltiple doses 
<JiY"" curin<;l i",hern ia a nd j """g reperfusioo . 1-1<>,0,'"""" its r:<cteC1 i~ ell'ecl has 001 been 
chafac,"riz~ afie< a unique do,e giyen e,~y afier repenu""'" This i, ,n importN>l I~ 

~u~o rQactivo ox)'9Qf1 ..-o"'~ (ROS) ar& 9f1<1Qfato.d in Ih& I r<l3D miro"'s of fO~U<ion . 

'Nhen Kü~ Ploductooo ~'ceW' ce llulor anttornan! capooty, ,t Ind .JCeS 001"1 .. clamagü . '" Itos 
. tU{jy. w" irwestigated :he e" eC1 01 re""eratrol in ral . subjeaed to 2 ho<J " 01 midde ce reoral 
a r-" ry ccdu~ oo (MCAO) 100b" oo b , 24 I>ou~ of ~-"ic~ . R"~',Qfatro l (1 m~'\9; i .•. in 100 
~ L ot t(I~ ettm rol) ',11"' Il'~n at lile te-;mn lrlg ot the repertuSl "". MOlle \,\,,,tGr ",ts !<W-:oZU~) 

we-re , andoml}' as"Qood iNO lo", experimental ~roops: control , (Cn MCAO and , eperlusion , 
<:MCAO'RI; MGAOIR ~ ReS\o' .... alrot, (MC .... OilhRES); ano ~/CAO.'R ~ v"hiele ( ~CAOIR.VH ) 

ne numtef of 1\JOf<>-¡ade positive ce :ls was oo:erm inej by US;"'l Im'Q,w so1l'>l'a 'e 
<:im<>ge.nih.gov) ,od W8' norm8 iz~ ",i!h t,e numb" of cel> , t8ined with Hoecj"t (100%). It 
"' .. loond that in thw ipsilatorol h<>rri5.ph...-Q 10 I ,~ion , ""rQ/:<al i ~chwm", nouco.d ~lu l ., 

dern"lle . The oo""ty o! fi ucro-jaoe posi:i,e cel ls increa>ed 10 43% {fj3l) .fj5 ce l ~'mm") in the 
~CAOIR groop. TfM t"""t ,';11> re-svemtrol p'e.eNe<! t'te dO""II' indu<>ed by isme-rnia: 
~CAOIR . R ES gr~ 13.5'4, 4 79 celo'mm' :, 5h~ no s.i;l" in c~nt differ~n"" .. ith th e CT QrJ!Jp 

<: l .B' .. : 1.86 ceIVmm'). V'I~ . Iso Iound {hat MC .... O'R+VI1 groop . in 'M1ieh 00% elhano was 
3cmin i, tcrcd, !he numbof of degcfic",'od [)c"'o"'" decl ine (59.21 cc l ~'mm'). Th i~ rc,-.ult rclo'Co lod 
~ ~,,~,<;tr'" t ;;, 1 rmt"<:li " ~ ~fff>Ct Imm " ..... d~ h c.orc.kJo;ion , WR fe,,,,,,j ~ <1o>c.r~",~ o' H)o,¡, ri 
dern"lle<! cel s in the ipsilatera siCe to lhe lesior in the MCAO¡R * RES grJ!Jp 000 30 .3" in lhe 
~CAOIR'VH indioa:in g oouropfOtection wit o resYe<atrol in 50% " tha"" and with elhanol pe r se 
acmin istered al the ooset o' 'epe rfusion. The result ioc icate. thal resoefacrot ajministration 

po1H1i. ll y prO\'ice p:otectioo in stroke a, d migllt be slJCOe5sM n e inical trials 
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EffECT Of RESVERATROL ON CELLULAR OAMAGE, ROS PROOUCTION ANO 
TGf -p1 mRNA EXPRESS ION IN CEREBRAL ISCHEMIA 

'Trejo Quiño nes Y., 'Montes de Oca 8alderas P., ' Ortiz-Plata A , ' Pedraza-Cha ... erri 
J . and ' Agu ilera P 

'l .oo.-o'ori:> de p.,~ic9'" .... .ruor Ce", .. 5l: ' l "" orotorio de Amnoót:i<lo> Excr..oore o; 'L.bo<.'~'" Oe 
Noou'''I'"ooIog l. E>porim on~, In.litLJ'", N"",,,,.,.I do N ..... ""'o;,c. y lo:. u,O<]"'9" -11.0, ,,", Vol.""" Su.! ...,,­
l "'tJrgen1~ &Ir fC S77. Mexico, O.F. k",,_iJ:¡mo,l.com , po v<IIJ(i;hotmoi.<:om, aoroZJlloto@yohoorom .""" 
Pon!Iopot ." 011 i!o" IC Qm. l . <Offi 

' o.,portornento de 6 101og", fo<",~ de OIJimic. , lJn i .. , >i<! r>:l Nocionol Po,u!ooom. de Me>ico, Circu ito in'""", 

~"' , CUlad UrIivoa:ta n. , ~"'>:ico , D.f. 045 10, ~ ... x"". """, ... amom."" 
St,<>I:. i. ~ ... cooo mool comm"" cau ... al <»ath ,,"OrId-_ . ... t ~ •• m, Ihrombolyti<: ' '-a py i. 

lhe onIy appro. e<! { re~tme nt for acule isOO e mi<: slroke , e,e n ' hough !here are seoonda ry risks 
usoci~ted " ith l>Ioc,d fIo-o" fO oo',ery (re peo-fu."", ) ..00 1I>e oon .... quent fO~ve o~l'\I<'n 5peCI" 

(ROS) produc'ion . Re."e, otrol lRSV) hu onlio. idant a nd a nt .. fiammatay f>'opert io. !ha ' hove 
bwn l~.¡.d in a nima l mod ols 01 ioooomic brain d~ma~, 11 ind uc. , e orobral pro!oO<:ton. bu! no 
pro<ect .. e e flect . /ter a unque do5e yiven e~rI, a lter 1he ",perfu>ion hu no! been rnarACIe rOze d 

Tr~nslo rm ing gro\'o"Ih lactor-¡l l (TGF-¡ll ) i. ~ m" ltifu nc1ion. 1 ple iolropic moIee" " induee d foIlowing 
hl'P"xio~.chemi o br~in injury b ~ ~ti nhmma'",y CDmpounds. In thi. " udy, we ime . ' i¡¡;ote d lhe 
pro'.cti .. . 11.<:1 01 RSII in .-al< .ullj.ctod lo 2 h 01 midd,. c. r. b,a l ~rtoory occ luoi oo (Me AO I 
follo" .. d by 24 11 of fOperlusion . RSV (1 mg':kg: LV.I "'"' g;;e n 31 1he beginn ing of the re¡>ertusi on 
Wi" .. ma le .. \5 (2~O-320 ~) '''ere r~ndom l , <I5Si ~ ned into lour e . pe<ime""" yroupo : OOI1trol, (CT); 
Mc,o,O and repertu>ioo , (MCAOIR); MCAO'R+RSV; a oo MCAorR ' v~l\id~ (eth ano l 5D%) 

(MCAOIR - IIH). Fluoro-Jade (FJ ) w~s use<! 10 lab e! degenera le neUJOIls. Too number of tota l cels 
_. obt. ine d by oount;t1g l he HOKhs\ . lame d nudei (1 00'Ió) , Al 24 h CIf J. P4rfu>ion, .. 11 we r. 
adm inio:ered '~' iIh 10 mgll' g of _ ine (Lv.) 'o measufO ROS prC>ductlOll. Total RNA "' • • e xtrACIM 
Imm fpsi la1er~1 cerebral c orte. using T ri Pure le a<}e m a nd rove rsol, 1r~n.cribed ;"' 0 oDNA. n-.e 
" . .. t ",. mRNA I. v .... "' ..... <»t~rrn inod by q u . "tI1~ tiv. rul ti ..... p e R u. ing tt>. ccmp Ola tiv . ...... Ct 
metllod . '/'le !o uoo lhM in the l1e", i,p he r~ ip' ilMe r311O le';"", oerebr31 iMne mill induoed oellulll r 
d.om~ ~e . The de ""it~ 01 FJ po "" i .. ",,11>. iocre u e d lo 42.e % in 1he MCAOiR group. Tre n n e nt ",ith 
RSV "",.e nte d !he dam ...., ind uDed by i~,~: MCAO':R +RSV <jrou p 13.5% ) ~oo-.-;ed no 
,¡gnifi oa nl dillo,e nce \'o;th the CT yroup ( l . 9'~J . MCAOIR<VH group . in ""'ich ~O% ~,h3no1 ",n 
adm inio~fad , Ih~ numb~r 01 ~J_ n"",ron~ d ~e! i"" 10 U , 1%. Simila, ,. ou:t~ "'""~ 100M " ith 
ethidine, " he re we ob.erve<! ",.1 RSII deo:rea >ed ROS prod LlCtron from 53% IMCilOIR gr""p) lo 

9% (MCAOIR+RSII). The ~xp"'s"",n 01 TG F -~l decre~s~ " imporlu1Iy in MCAO,'R gmup (7.7 ''') 
com P<lllld lo CT g rOllp , a nd RSII ha d no furtIMr elleet on it, . xpru.ion (1 3 % in MCAO!R+RSV 
grou p!. In oonc lu>i on , "'" found a rod uetioo 01 92 'Ii, 01 damaged "",l . en the ipUale.-al. idoo of tI-.. 
Ie-sion in MCAO,R +RSV a nd 68 .5% in MCAOIR+VH gmups, implying a ne uropro!e ction e ne<:1 01 
oo. h, RSII a OO e!h;onol ¡)Cr se ..... hen ~mim.t~d ~ 1he be<;¡onni"ll of re perfus ion No c oolribu tK>n of 
TGf - ~1 \'o'a. oo.e rved ,,.,¡th RSV a OO ~th,anol lro.b»ent a lter 24 h of re pe<fu>ion. 
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