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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 paises industrializados (SINAIS 2008). En la actualidad, la terapia
trombolitica es el Unico tratamiento aprobado para tratar el infarto cerebral isquémico
agudo; sin embargo, existen riesgos secundarios asociados a la recuperacién del flujo
sanguineo (reperfusion), por ejemplo, el incremento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (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 aromaticos. Ademds, se ha reportado que tiene
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anticarcinogénicas (antiproliferativas)
(Suenaga et al, 2008). El factor de crecimiento transformante-B1 (TGF-f1) es una
citocina multifuncional involucrada en la proliferacién, diferenciacion, regulacion 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 ultimas propiedades coinciden con las del RSV, sugerimos que el TGF-B
podria estar involucrado en algunos de los efectos que se han atribuido al RSV. En
diferentes modelos animales de dafio cerebral isquémico, se ha demostrado que el
RSV administrado antes y/o durante la isquemia, o bien, en varias dosis durante la
reperfusion, tiene un efecto protector; no obstante, durante los primeros 30 minutos
de la reperfusion se produce la mayor cantidad de ERO por lo que consideramos
importante caracterizar el efecto del RSV después de una dosis Unica administrada al
inicio de la reperfusion. HIPOTESIS. La administracién de RSV al inicio de la reperfusion
reduce la cantidad de ERO, asi como la cantidad de células degeneradas durante la
reperfusion y aumenta los niveles del ARNm del TGF-B1 en el modelo de isquemia
cerebral inducido por 2 h de MCAO (Oclusién de la Arteria Cerebral Media, por sus
siglas en inglés, Middle Cerebral Artery Oclusion). METODOS. Para comprobar ésta
hipdtesis, se investigd 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 + vehiculo (etanol al 50 % y 7 %) (CT+VH), control
+ RSV (CT+RSV); isquémico/reperfundido (IR), IR + vehiculo (IR+VH) e IR + RSV

(IR+RSV). El RSV (1 mg / kg, i.v.) se administrd al inicio de la reperfusion por la vena
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caudal mientras la rata estaba anestesiada. Se utilizd fluoro-jade (FJ) para identificar
neuronas degeneradas y se utilizé etidina para medir la produccién de ERO en la
corteza frontoparietal de ambos hemisferios. El nimero de células totales se obtuvo
mediante el recuento de nucleos tefiidos con Hoechst (HCT) (se consideré6 como el
100%). Para medir los niveles del ARNm del TGF-B1, se extrajo el ARN total a partir de
la corteza ipsilateral a la lesién y se realizdé un RT-PCR en tiempo real utilizando el
método AACt comparativo. RESULTADOS. Se encontrd que en el hemisferio ipsilateral
a la lesidn, la isquemia cerebral indujo degeneracién celular. La densidad de células
positivas a FJ (CFJ+) aumentd un 96% en el grupo IR con respecto al CT. El tratamiento
con RSV previno el dafio inducido por la isquemia: el grupo IR+RSV (3.5%) no mostré
diferencias significativas con el grupo CT (1.9%). El grupo IR+VH, en el que se
administré etanol al 50%, el niumero de neuronas degeneradas bajé 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 disminucién de ERO del 9%
(grupo IR+RSV) con respecto a un 45.6% del grupo IR. Sin embargo la administracién
del etanol al 50% aumentd los niveles de ERO un 87%, mostrando la capacidad
prooxidante del etanol. Los niveles del ARNm del TGF-B1 a las 24 h de reperfusién
disminuyd en todos los grupos y no hubo diferencias significativas entre ellos. Los
niveles del ARNm del TGF-B1 a las 4 h de reperfusidn aumentd en respuesta a la
isqguemia (68.7%, grupo IR), al vehiculo (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-B1
disminuyeron 41.2% en el grupo al que se le administré el etanol después de la
isquemia (IR+VH). CONCLUSION. La administracién de RSV al inicio de la reperfusion
reduce la cantidad de ERO, asi como la cantidad de células degeneradas a 24 h de
reperfusion y los niveles de ARNm del TGF-B1 aumentan a 4 h de reperfusién en el
modelo de isquemia cerebral inducido por 2 h de MCAO. Por lo que el efecto del

RSV podria estar asociado tanto a la disminucion de ERO y a la
sobreexpresion de TGF-B1.



2. ABREVIATURAS.

Ap = Potencial Electroquimico

-OH = Radical Hidroxilo

ADN = Acido desoxiribonucléico

ADNc = ADN complementario

ARN = Acido ribonucléico

ARNmM = ARN mensajero

ARNr = ARN ribosomal

ATP= Adenosine Triphosphate (Adenosin trifosfato)

CBF = Cerebral Blood Flow (Flujo sanguineo cerebral)

CNS = Central Nervous System (Sistema nervioso central)
COX = Ciclooxigenasa

DA = Despolarizacion Andxica

DAG = Diacilglicerol

DHBA = Dihydrobenzoic Acid (acido dihidrobenzdico)

DPI = Despolarizacién en Periinfarto

ERO = Especies Reactivas de Oxigeno

EtOH = Etanol

GSH = Glutation

H,0, = Perdxido de Hidrégeno

IA = Intra Arterial

IGF-1 = Insulin-like growth factor 1 (factor 1 de crecimiento parecido a insulina)
INNN = Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

IP3 = Inositol Trifosfato

ISMADs = SMADs inhibitorios

LTP = Long Term Potentiation (Potenciacién a largo plazo)
MCAO = Middle Cerebral Artery Occlusion (Oclusion de la arteria cerebral media)
MDA = Malondialdehido

mitoK'arp = Canal de Potasio Sensible a ATP en la mitocondria
NADPH = Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato

NO = Nitric Oxide (Oxido nitrico)



NOS = Nitric Oxide Synthase (Oxido nitrico sintetasa)

0O, = Anidn superdxido

ONNO' = Peroxinitrito

PIP, = Fosfatidil Inositol Bifosfato

PKC = Proteina Cinasa C

PTP = Permeability Transition Pore (Poro de transicién mitocondrial)

RSV = Resveratrol

SD = Spreading Depolarization (Despolarizacion repetida)

SMAD = Proteinas homdlogas de la proteina de Drosophila, Mothers Against
Decapentaplegic (MAD) y de la proteina de Caenorhabiditis elegans SMA (del gen sma
por small size (pequeno)

SNC = Sistema Nervioso Central

SOD = Super Oxido Dismutasa

SS = Solucion salina

TBR = Receptor de TGF-

TGF-B =Transforming Growth Factor Beta (Factor de cremicimento transformante
Beta)

tPA = tissue Plasminogen Activator (Activador trombolitico de plasmindgeno tisular)



3. INTRODUCCION

3.1. Isquemia cerebral

La patologia vascular cerebral es una alteracién neuroldgica, que se caracteriza
por la aparicién brusca, generalmente sin aviso, de sintomas que pueden variar
dependiendo del drea del cerebro afectada; entre los sintomas se pueden incluir
trastornos en el lenguaje, confusidn, cambios en la visidn, rigidez y dificultad para
controlar los musculos durante 24 horas o mas, causando secuelas e incluso la muerte.
La patologia vascular cerebral destaca como la tercera causa mas comun de muerte y
la principal causa de invalidez en paises 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 sufrirdn 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 interrupcién o pérdida repentina del flujo sanguineo 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 hemorragico, dando lugar a un derrame. Los eventos de tipo
isquémico comprenden cerca del 87% de los casos, y en su mayoria resultan de una
oclusion trombdtica o embdlica 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 acumulacion de sangre
dentro del parénquima cerebral producida por la rotura espontanea de vasos
profundos la cual no es traumatica; mientras que el 3%, son ataques hemorragicos
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 crdneo

(Cabrera, 2008).
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Existen dos estrategias terapéuticas para disminuir el dano inducido por la
isquemia cerebral: la finalidad de la primera es restaurar el CBF (reperfusion) a la
region comprometida a través del uso de tromboliticos, antitrombdticos vy
medicamentos antiagregantes (Gabryel et al, 2012). PROACT Il es el primer ensayo
multicéntrico aleatorizado de trombdlisis en pacientes con infarto agudo de duracion
de menos de 6 horas causado por la MCAO en donde utilizaron la prourocinasa intra-
arterial (r-proUK); en éste se observd que el tratamiento con r-proUK IA (Intra Arterial)
dentro de las 6 horas del ataque isquémico causado por la MCAO, mejord
significativamente los resultados clinicos a los 90 dias (Furlan et al., 2003; Fisher et al.,
2000). En otro estudio se utilizd Ancrod (un agente desfibrinogenizante derivado de
viboras 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, sélo la administracion del
trombolitico denominado activador de plasmindgeno tisular (tPA, por sus siglas en
inglés, Tissue Plasminogen Activator) esta 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. Esta enzima, cataliza la conversién del plasminégeno en plasmina, una
proteasa activa (Docagne et al., 1999).El tPA rompe la cadena Unica del plasminégeno
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 hemorragico y a una ventana terapéutica muy corta (3 horas) (Docagne, 1999;

Fisher, 2000).

A pesar de existir agentes terapéuticos capaces de disminuir el dafo 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 duracién, por
diversas razones: el desajuste en la perfusion y difusion de la sangre, hemorragias,
lesiones secundarias a la reperfusion, 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 propdsito incrementar la respuesta
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citoprotectora enddgena y/o reducir la activacion de rutas metabdlicas que ocasionan

dano celular.

Lo anterior nos abre pauta para la segunda estrategia terapéutica, la
neuroproteccién, que hace referencia al efecto de cualquier sustancia o molécula
quimica o bioldgica, 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 degeneracion.

3.1.1. Definicidn de area de infarto y penumbra

Como consecuencia del accidente isquémico, pueden distinguirse dos zonas
principales en la lesion: el drea de infarto (region de isquemia severa) y la zona de
penumbra (regién que rodea el area de infarto y lo separa del tejido sano). En el area
de infarto el CBF se encuentra por debajo del 25% al 10% por lo que se observa la
pérdida de oxigeno y glucosa, con la resultante disminucién de las reservas de energia.
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 area de
infarto. Debido a que el tejido localizado dentro de la zona de penumbra estd irrigado
por arterias colaterales, el dafio evoluciona lentamente y el tejido puede mantenerse
viable por varias horas. Sin embargo, las células de esta regién morirdn si la
reperfusion (reingreso del CBF) no se restablece durante las proximas horas, ya que la
circulacion colateral es inadecuada para mantener la demanda neuronal de oxigeno y

glucosa indefinidamente.

Se ha observado que en la zona de penumbra se activan mecanismos
enddgenos de neuroproteccion. El concepto de neuroproteccidn en isquemia cerebral
estd altamente apoyado por la existencia de la penumbra. Existen diferentes regiones
en la zona de penumbra: (i) la region de muerte neuronal selectiva, adyacente al

infarto; (ii) la region de desnaturalizacion de proteinas, donde se da la induccién de
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proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés, heat shock protein); (iii) la
region que carece de perfusion y reperfusion, donde se expresa el factor inducible por
hipoxia 1 (HIF-1) y (iv) la region mas externa, inducida por una onda de despolarizacion
anodxica que activa genes de expresion temprana (e. g. c-fos) (figura 1). En la zona de
penumbra, se observa el decremento gradual del CBF, aunque menor que en el area
de infarto, lo que conduce bajo ciertas condiciones a una forma retrasada de muerte
celular por apoptosis, a un incremento en la activacion de rutas moleculares vy
consecuentemente muchas alteraciones metabdlicas. Por ello, la zona de penumbra es
considerada como el area que puede ser recuperada con el empleo de una terapia

neuroprotectora (Gabryel el tal., 2012).

Interarual 10.7 mm Bregma 1.7 mm |

2

Figura 1. EsqL.fema tie la c-:}rteza' fr-::-ntﬁparietal W él dafio causado pﬁr la is:quemia
Zona de Infarto

Zona de muerte celular selectiva

Zona de desnaturalizacidn de proteinas

Zana sin perfusidn

SIEISIC]

Zona de ondas de despolarizacién anoxica
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3.2. Principales mecanismos de dafio en la cascada isquémica

Las caracteristicas del dafio causado por la isquemia cerebral dependen de la
severidad y duracién de la reduccién del CBF. Los mecanismos principales causantes de
dafio en la cascada isquémica incluyen: falla de energia, elevacion del nivel de Ca**
intracelular, exictotoxicidad por glutamato, ondas de despolarizacién andxica,
generacion de radicales libres, ruptura de la barrera hematoencefilica, inflamacidén y

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

3.2.1. Falla energética. La primera consecuencia que tiene la reduccién
del CBF es el agotamiento de sustratos necesarios para llevar a cabo la fosforilacion
oxidativa y producir energia. La privacién de oxigeno y glucosa ocurre en cuestién de
minutos y dado que las neuronas no tienen reservas energéticas, las consecuencias
gue acarrea pueden ser multiples. Por un lado, causa acumulacién de lactato por la
activacion de la glucélisis anaerobia. La acidosis lactica acelera la formacién de
radicales libres, interfiriendo con la sintesis de proteinas y empeorando el dafo celular
(Durukan et al., 2007; Huang et al., 2004). Por otro lado, la falla de energia provoca la
perturbacion de la actividad de proteinas dependientes de ATP (Adenosin Trifosfato
por sus siglas en inglés, Adenosine Triphosphate) como las bombas de Na*/K*, Ca**/H"y
Na*/Ca** que participan en el mantenimiento de los gradientes idnicos y cuya pérdida

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

3.2.2. Onda de despolarizacion andxica (DA). En la isquemia cerebral, la
falla de la bomba de Na*/K* causada por el agotamiento de ATP, resulta en una onda
de despolarizacion dispersiva (SD, por sus siglas en inglés, Spreading Depolarization) de
neuronas y glia referida como despolarizacion andxica (DA). La DA se propaga a través
del infarto provocando la hinchazén dramatica de neuronas y glia. Sin la reperfusion
inmediata, las ondas de DA definen la regidn primaria de la muerte neuronal aguda, es
decir el area de infarto. Las ondas de DA que se expanden a través de la zona de

penumbra, la cual esta metabdlicamente comprometida que rodea el area de infarto,
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se convierten en despolarizacion transitoria, llamada despolarizacion en periinfarto
(DPI). La DPI ocurre espontaneamente durante varios dias en la lesion. Cada DPI se
inicia por la elevacién en la concentracién de K'; por el glutamato, producto de
despolarizacion mantenida en el area de infarto y por la necrosis en el area de infarto.
La DPI se propaga desde el drea de infarto hasta el tejido sano, siguiendo un gradiente
decreciente de estrés metabdlico, donde la repolarizacidén ocurre relativamente rapido
porque las fuentes de energia no estdn comprometidas. Es decir, la despolarizacién y
propagacion (e. g. SD) depende del grado del compromiso del metabolismo local:
aungue las SDs que duran poco resisten en tejido sano, las SDs con mayor duracion
son dafiinas en tejido metabdlicamente comprometido. Ademas, la perfusidon puede
disminuir transitoriamente durante una SD provocando la expansion de la corteza
hipoperfundida. De esta manera, la despolarizacion y la actividad hemodinamica de
SDs recurrentes contribuye al crecimiento del infarto abarcando el drea de penumbra,

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

3.2.3. Excitotoxicidad.Con la falla de energia, el potencial de membrana se
pierde y las neuronas y la glia se despolarizan, con la consecuente liberacidn excesiva
de aminoacidos excitadores (i. e. glutamato y aspartato) al compartimento sinaptico.
La activacién excesiva de receptores de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
resulta en la desregulacion retardada de Ca®', un proceso dependiente del Ca**
externo. La mitocondria internaliza la mayoria del ca® que entra a la célula durante la
activaciéon del receptor NMDA; cuando el Ca’* citoplasmatico libre sobrepasa su
capacidad amortiguadora, se observa un dafio mitocondrial irreversible (Nicholls et al.,
2000).La generacién de ERO por la mitocondria aumenta en las neuronas expuestas a
glutamato, y la neuroproteccidon brindada por los antioxidantes sugiere que éstos
radicales tienen un importante papel en la muerte celular y en la desregulaciéon

retardada de Ca®* (Nicholls et al., 2000).

. . , 2 ,
En una mitocondria con energia, el consumo de Ca“" a través de la membrana
interna es mediada por el uniporter de Ca®* mitocondrial y/o el modo de absorcion

rapida, ademas el canal anidénico 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 Ca”* al espacio intermembranal.
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Figura 2. Representacion de los principales eventos que ocurren después de la oclusion arterial y la
reperfusidn subsecuente (figura modificada de Durukan et al., 2007).

La entrada de Ca** a la mitocondria puede provocar la despolarizacién

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

ocurre como resultado del transporte de Ca?* hacia la matriz y el consecuente
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aprovechamiento del gradiente de protones. Esta despolarizacion se revierte cuando la
acumulacién de Ca** se completa y se asemeja a la producida por el aumento en el
recambio de ATP, esto refleja una poblacién sana y activa de mitocondrias. En el
segundo mecanismo, la acumulacién excesiva de ca® puede provocar |la
despolarizacién irreversible de la mitocondria con activacién consecuente del poro de
transicion mitocondrial (PTP, por sus siglas en inglés, Permeability Transition Pore). El
incremento en la permeabilidad mitocondrial debido a la formacion del PTP ocurre
bajo condiciones isquémicas y lleva a un aumento de ERO y a la liberaciéon de

moléculas apoptdticas.

La funcién primaria de la mitocondria es la generacién de ATP, un proceso que
requiere que el potencial electroquimico (Ap) se mantenga al 80% o al 90% de su
maximo nivel. Un colapso extenso del Ap producido, por ejemplo, por la operacién del
PTP no sdlo detendra la sintesis de ATP sino que también resultara en la inversiéon de la
actividad de ATP sintetasa, lo que puede provocar el rapido consumo del ATP
citoplasmatico. Ademas, la generacidon de ERO por la mitocondria es dependiente del
alto potencial de membrana mitocondrial (AW,) y se incrementa en la mitocondria con

la acumulacidn de Ca**.

El ca® juega un papel Unico en la patofisiologia isquémica al activar enzimas
dependientes de Ca®* que inducen la formacién de radicales libres (e. g. formacién de
dxido nitrico por la sintetasa dependiente de calcio [NOS, por sus siglas en inglés, Nitric
Oxide Synthase]), la inflamacién (e. g. Activacion TGF-B dependiente de SMAD), la
activacion de enzimas como la proteina cinasa C (PKC) (que requiere de calcio,
diacilglicerol (DAG) y un fosfolipido para su activacién a través de la fosfolipasa C) y
tiene como consecuencia la disfuncion mitocondrial y la apoptosis (por la 6PKC)
cuando hay un exceso de ERO o la activacion de las proteinas MAPK de supervivencia
por la ePKC cuando hay un nivel medio de ERO (Thompson et. al., 2012), la fosfolipasa
A2 (que provocan la acumulacion del Ca®* en los liquidos inflamatorios [edema,
exudado] y en el plasma), la fosfolipasa C (que cataliza la reaccion quimica entre el 1-
fosfatidil-1D-mio-inositol a,5-bifosfato (PIP;) 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 acido araquidonico), la calpaina (responsable de la protedlisis neutra calcio-
dependiente en virtud de un dominio de unién a calcio homdlogo a la calmodulina),
proteasas (que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas usando la molécula de
agua, implicadas en el sistema de complemento, vias 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 ca*' intracelular,
termina alterando respuestas celulares como la proliferacidn, la diferenciacién celular,
la apoptosis, las funciones enddcrinas, la funcidn de canales idnicos y la
neurotransmisién. Ademas, se forman productos citotdxicos tales como radicales
libres y leucotrienos, e induccion del proceso de inflamacién, que en conjunto tienen
como consecuencia la induccién de la muertes celular apoptética y necrética (Nicholls

et al., 2000).

3.2.4. Ruptura de la barrera hematoencefalica. El dafio del endotelio
vascular durante la isquemia estd asociado a la hipoxia, la presencia de moléculas
inflamatorias, radicales libres y especialmente a la destruccidon de la [dmina basal por
las metaloproteinasas de la matriz, las cuales son causas potenciales de la ruptura de
la barrera hematoencefdlica. Este proceso es causa de un edema vasogénico, flujo de
sustancias toxicas, inflamacién y presumiblemente complicaciones hemorragicas
después del evento isquémico. El edema cerebral agrava el proceso isquémico por el
efecto volumétrico causando compresién local de la microcirculacién, aumento de
presién intracraneal y trastornos en partes del cerebro. Por otro lado, la restauracion
tardia del flujo sanguineo en la isquemia transitoria parece agravar el dafio sobre todo
el causado a la barrera hematoencefdlica, el cual ocurre mas temprano que en la
isquemia permanente (Durukan et al., 2004). La ruptura de la barrera
hematoencefdlica continda por varios dias, incluso se observa semanas antes de

alcanzar su configuracién y funcionamiento normal.

3.2.5. Inflamaciéon. La reduccién del CBF, causa el reclutamiento de

neutrdéfilos (Schaller et al 2004) y leucocitos periféricos al tejido isquémico durante la
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reperfusion. Todos contribuyen al dafo obstruyendo la microcirculacion, perturbando
la barrera hematoencefalica y propagando la liberacién de los mediadores de la
inflamacidn, tales como el factor activador de plaquetas, el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina 1-B (IL-1B) (Fisher et al, 2000; Durukan et al, 2004),
causando edema y un ataque hemorragico subsecuente (Rink et al, 2011; Lakhan et al.,

2009).

Por consiguiente, la expresion de moléculas de adhesion intercelulares (CAMs),
P-selectinas y E-selectinas, regulada rio arriba por las citocinas, se observa en la
superficie del endotelio vascular, lo que permite la migracidon de los neutréfilos y el
reclutamiento de los leucocitos desde la sangre al parénquima, seguidos de
macrofagos y monocitos durante las primeras etapas de la isquemia (Durukan et al,
2004, Fisher et al., 2000, Lakhan et al., 2009).Los neutrdfilos son las primeras células
inflamatorias que llegan al tejido isquémico después de unas horas de la reperfusién;

los macréfagos y los monocitos llegan después de dias.

Las células inflamatorias activadas y las neuronas dafiadas producen un gran
numero de mediadores toxicos que pueden empeorar la isquemia. Por ejemplo, los
neutrdfilos que se filtran producen grandes cantidades toxicas de éxido nitrico (NO,
por sus siglas en inglés, Nitric Oxide) a través de la activacién de NOS inducible. Las
citocinas mas estudiadas relacionadas a la inflamacién en el ataque isquémico son el
TNF-q, la IL-1B, la IL-6, la IL-20, la IL-10 y el TGF-B. Mientras la IL-1B y el TNF-a, parecen
exacerbar el dafio cerebral, el TGF-B y la IL-10 son moléculas con actividad

neuroprotectora (Lakhan et al., 2009).

3.2.6. Contribucion de células gliales. Las células de la microglia son los
macrofagos residentes del cerebro y juegan un papel critico como células fagociticas
en el sistema nervioso central (SNC). Después de su activacion por la isquemia, la
microglia se transforma en fagocitos que liberan una variedad de sustancias con
actividad citotdxica y/o citroprotectora. Por un lado, la microglia ejerce proteccion

produciendo moléculas neurotréficas como el factor neurotréfico derivado del

19



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 microglia activada en respuesta a la
isquemia tiene el potencial de liberar varias citocinas proinflamatorias tales como el
TNF-a, la IL-1B, y la IL-6, asi como otras moléculas potencialmente cito tdxicas
incluyendo NO, ERO (e. g. H,0,, acido hipocloroso (HCIO), radical hidroxilo (-OH), anidn
superoéxido (0,7) y prostanoides (Lakhan et al., 2009). Datos basados en la radiacién
d0sea en ratones con isquemia sugieren que la activacion de la microglia residente
antecede a la infiltracién de macréfagos; la mayoria de los macréfagos en el drea de

infarto se derivan de la microglia local.

Ademas de la microglia, los astrocitos también desempenan una funcién
importante en la inflamacion en el cerebro inducida por la isquemia. Bajo condiciones
de deficiencia extrema de energia (tal como ocurre en la isquemia), los astrocitos, los
cuales contienen reservas de glucégeno, pueden proveer temporalmente de sustratos
energéticos a las neuronas al metabolizar la glucosa a lactato a través de la glicdlisis
(Gabryel et al., 2012). Durante la isquemia, los astrocitos protegen a las neuronas por
multiples mecanismos, incluyendo la regulacién de la homeostasis idnica, el control de
los niveles extracelulares de glutamato, y regulando la capacidad glucolitica; sin
embargo bajo ciertas condiciones, los astrocitos activados contribuyen a la muerte
celular isquémica. Los astrocitos, como la microglia, son capaces de secretar factores
inflamatorios como las citocinas, quimiocinas y NO. Las respuestas inflamatorias en el
cerebro dafiado ejerceran efectos significativos en la viabilidad neuronal y en el estado

y evolucién de la enfermedad.

3.2.7. Cambios en neurotransmisores y substancias neuroactivas. En
modelos animales la evaluacidn postmortem e in vivo de cambios neuroquimicos
después de la isquemia ha mostrado que mientras el aspartato, glutamato, inosina,
hipoxantina, adenosina y y-aminobutirato incrementan en el periodo agudo isquémico,
la glicina parece incrementar en la isquemia prolongada. Algunas sustancias

neuroactivas incrementan en la regidon 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 estan infartados como nucleo de la amigdala.
Se obtuvieron resultados similares por el método de microdialisis 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 activacién de un mecanismo codificado en el genoma de
los eucariontes y que depende de ATP. Es desencadenada por muchos procesos,
incluyendo la perturbacién de la homeostasis de Ca®* (Schaller et al., 2004). Las
proteinas Bcl-2 que estan en la superficie de la mitocondria, detectan el dafio y activan
a las proteinas Bax, que crean hoyos en la membrana mitocondrial, causando que el
citocromo C salga de la mitocondria. Este citocromo C se une al factor activador de la
proteasa apoptoética 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 cisteina especificas de aspartato), la cual se ancla a las proteinas de la
membrana mitocondrial activando una cascada de sefalizacion que induce Ia
desnaturalizacién de proteinas y eventualmente la fagocitosis de la célula. La
liberacion de citocromo c y otras proteinas mitocondriales del espacio intermembranal
al citosol es un paso cominmente critico en la muerte celular por apoptosis, que
puede resultar de la disrupcién de la membrana externa mitocondrial debido al

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

La célula apoptética presenta un numero de caracteristicas morfoldgicas:
encogimiento del citoplasma, condensacidn de la cromatina, formacidn de vesiculas en
la membrana, fragmentacién de la célula por la separacion de protuberancias para
formar pequefios cuerpos unidos a la membrana que contienen organulos intactos y/o
grupos densos (cuerpos apoptéticos). Las células apoptdticas son removidas
rapidamente por fagocitosis sin desencadenar una reaccion inflamatoria. Debido a que
el proceso consume energia, es posible solo en condiciones en donde se cuenta con

suficiente ATP.
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La apoptosis ocurre después del mas minimo dafio isquémico, particularmente
en la zona de penumbra, una regidon de tejido poco afectada por la reduccién de
oxigeno y el suministro de sustratos energéticos en comparacion con el area de infarto
(Gabryel et al., 2012). Algunos estudios han revelado que células con la morfologia de
apoptosis se detectan desde 1y 2 h de reperfusidon 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 reperfusion (Schaller et al., 2004). Después de la isquemia, la activacion
de las caspasas ocurre en respuesta a sefiales pro-apoptéticas tales como la regulacién
de Bcl-2 y Bax/Bid y la familia de receptores de muerte. También se ha reportado que

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

3.2.9.Generacion de radicales libres (estrés oxidante). Un radical libre
es una especie quimica (organica o inorganica), que posee un electron desapareado y
gue 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 sefializacién celular. Sin
embargo, cantidades excesivas de ERO reaccionan irreversiblemente con proteinas,
fosfolipidos secundarios y ADN nuclear causando peroxidacién lipidica, dano a la
membrana (Gabryel et al., 2012), procesos de alteracién celular y mutaciones del
genoma. Las ERO pueden alterar procesos como el transporte de electrones en la
mitocondria, provocar estrés del reticulo endoplasmatico y fallas del complejo NADPH
oxidasa (NOX) en las membranas celulares. El dafio celular causa aberraciones en la

homeostasis idnica, sefalizacion y expresion de genes.

Las células normalmente son capaces de mantener la homeostasis de ERO, sin
embargo, durante periodos prolongados de disfuncién celular, los niveles de ERO
pueden incrementar dramaticamente, exceder la capacidad celular antioxidante vy
causar un dafio celular significativo (LU et al., 2010). El estrés oxidante es controlado

por mecanismos enddgenos tales como los atrapadores enzimaticos (scavengers) y/o
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antioxidantes (e. g. glutatidon reducido (GSH), la SOD vy las peroxidasas). La catalasa y la
SOD disminuyen los efectos dafiinos del O,7, convirtiéndolo en oxigeno y agua. En
particular, un contribuidor de dafio es el perdoxido de hidréogeno (H,0,) que es
convertido del O, a través de la SOD. El H,0, altera la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, lo cual permite la liberacién del citocromo c al citoplasma provocando la
apoptosis. Un radical de vida extremadamente corta de gran relevancia bioldgica 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 reaccion en cadena, pero el H,O, es mas dafiino para el
ADN que el -OH porque su baja reactividad le provee suficiente tiempo para viajar al
nucleo. El -:OH, puede ser producido por reduccién directa del H,0, por el O, por
transferencia directa de un electrén del O, al H,0, catalizada por metales (reaccion de
Fenton) o por reaccion directa de la ubisemiquinona reducida con el H,0,. Ademas, La
coenzima Q puede intervenir en la formacion de -OH al reaccionar con el H,0, en
ausencia de iones metalicos como catalizadores y no requiere de protones que

compensen la carga.

En condiciones normales, el oxigeno es reducido para producir agua; sin
embargo, del 0.1% al 2% de los electrones es reducido parcialmente a ‘O, y es
convertido en H,0, espontdneamente o por accién de la enzima SOD. El O,” no es
reactivo por si mismo, pero puede inactivar enzimas especificas para iniciar la

peroxidacidn lipidica en su forma protonada, (HO,') hidroperoxilo.

Se han sugerido diversos sitios de produccién 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 | y lll de la cadena trasportadora de

electrones (Thompson et. al., 2012).

Aungue son varias las fuentes generadoras de ERO (Tabla 1), se considera a la
mitocondria como la mas importante ya que es la principal fuente energética celular y
consume cerca del 85% del O, que utiliza la célula. Una de las principales funciones de

la mitocondria es generar energia mediante un sistema integrado por cinco complejos
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de proteinas. 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 reduccién
(red-ox), siendo una molécula de oxigeno, el ultimo aceptor de electrones en la
cadena. Para que se lleve a cabo el proceso en el cual el ATP es producido, llamado
fosforilaciéon 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 respiracién mitocondrial, depende de la
actividad de la cadena transportadora de electrones, la cual es regulada por la
disponibilidad de oxigeno, ADP, fosfato inorganico, la magnitud del potencial
mitocondrial (determinado por la concentracion de protones en el espacio

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

Tabla 1. Produccion enddgena de ERO

Enzima o sistema ERO
CTE: Coenzima Q, cit bsgg 0,
NADH deshidrogenasa H,0,
Monoaminooxidasa H,0,
SOD H,0,
NADPH oxidasa (neutroéfilos) 0,
Xantinooxidasa 0,
Reaccién de Fenton "OH
Oxido nitrico sintetasa NO
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Como consecuencia de la isquemia y particularmente de la reperfusion, las ERO
son producidas durante transformaciones enzimaticas, tales como la conversién del
acido araquiddnico a prostanoides dependiente de ciclooxigenasa liberando O, y
H,0,, vy la degradacién de hipoxantina catalizada por la xantina deshidrogenasa. Esta
enzima es convertida en xantina oxidasa que también puede catalizar la degradacién
de hipoxantina en xantina y subsecuentemente en urato. Sin embargo, sélo la xantina
oxidasa produce O, en el Ultimo paso de ésta reaccidon (Durukan et al., 2004). Los
radicales libres también son generados durante la respuesta inflamatoria después de la

isquemia.

En isquemia cerebral, la formacion de ERO puede contribuir al dafio inducido
por multiples mecanismos tales como la excitotoxicidad y la inflamacién. Durante la
isquemia, se induce el aumento de las coenzimas reducidas NADH y FADH, ya que el
oxigeno, que es el aceptor final de los electrones dentro de la mitocondria se
encuentra disminuido. En estas condiciones, el Ap aumenta temporalmente, asi como
la produccion de ERO, con la concomitante inhibicidn de la cadena transportadora de
electrones y posteriormente el colapso del Ap, lo que finalmente induce a la disfuncion

de este organulo y eventualmente la muerte celular.

La reperfusidn trae consigo el restablecimiento del oxigeno y glucosa y una
produccién incrementada de las ERO, lo cual trae como consecuencias el dafo
mitocondrial e induccién de apoptosis. En fracciones de segundo las ERO atacan a
lipidos de membrana, activando el ciclo del GSH. Se genera glutation oxidado que
puede formar disulfuros mixtos con proteinas. Segundos después cambia el Ap, se
eleva el NADPH, disminuye el ATP, se produce xantina y nuevos ERO (e.g. O,” por
xantina oxidasa), disminuye la actividad glucolitica, 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 reparacién del
ADN, disminuye el transporte de Ca" al exterior de la célula, el aumento intracelular de
Ca’* estimula proteasas y afecta al citoesqueleto ademas de influir en el equilibrio

K'/Na*. La consecuencia es la pérdida de integridad celular (por disfuncidn
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metabdlica), dafio en citoesqueleto, dafnos mutagénicos (por dafios en ADN), vy

apoptosis o necrosis (por elevacién del Ca** 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 FADH, interaccionar
con el oxigeno en la mitocondria. Los tipos principales de ERO producidos en la
mitocondria son O, y H,0,. Si el H,0; no es degradado por los antioxidantes, formara
‘OH, el cual incrementard durante la fase temprana de la reperfusion 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

peroxidacion lipidica, y dafio a proteinas y ADN.

En contraste a la produccion excesiva de ERO generadas por la IR, existe
evidencia de que cantidades moderadas de ERO podrian desencadenar vias de
sefializacion protectoras. Por ejemplo, algunos estudios han sugerido que la apertura
del canal mitocondrial de K* dependiente de ATP (mitoK'arp) lleva a la generacién de
ERO en cantidades moderadas, las cuales ayudan a proteger contra la muerte celular
inducida por la privacidon de oxigeno y glucosa. Asi, existe un balance delicado entre la
formacién de ERO en grandes cantidades generadas durante la IR que es citotdxica y
los bajos niveles de ERO generados por un antioxidante administrado al momento de
la reperfusiéon 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 generacidén de bajos niveles de ERO. Ademas,
se ha demostrado que las ERO sirven como moléculas importantes para la sefializacion

que desencadena inflamacién 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 atenua la sobrecarga de Ca®, la generacién
de ERO, vy la activacion del PTP. El NO también puede competir con el oxigeno para
unirse e inhibir a la citocromo c oxidasa cuando el oxigeno es limitado, activando
potencialmente la generacion de ERO rio arriba de los complejos de la cadena

transportadora de electrones. El NO puede S-nitrosilar distintos blancos involucrados
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en la respiracion y en la funcion mitocondrial, incluyendo la citocromo oxidasa y la
proteina 1 relacionada a la dinamina (DRP-1), una proteina asociada con la fisidn
mitocondrial y la autofagia. Estimulando la autofagia, la produccion de ERO

mitocondrial puede atenuar la exposicidn subsecuente al estrés hipdxico severo.

Después de los procesos de inflamacién, las células del sistema inmune
producen O,” y moléculas de NO, las cuales reaccionan para formar peroxinitrito
(ONOO). Este puede oxidar residuos de cisteina de varias proteinas, incluyendo los
complejos I, II, Il y V de la cadena transportadora de electrones. Los complejos son
inactivados y asi el ONOO™ puede inhibir la produccién energética de la célula. Sin
embargo, bajas concentraciones de ONOO™ pueden servir para reducir la generacién de
ERO al inhibir el complejo | y Ill en la mitocondria. La fragmentacién del ADN y la
apoptosis también son mediadas por el ONOOQ, el cual en forma similar al O," y las
demds ERO, pueden crear rupturas en la cadena y la activacion de la Poly (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP). Esta enzima activa a la familia de las proteinas involucrada en la
reparacion del ADN ademas puede inducir apoptosis y muerte celular a través de la
activacion de caspasas (Thompson et al., 2012). Los -OH tienen una vida mas corta que
el O,” y son formados de manera secundaria en la presencia de trazas de hierro
metalico y H,0, o alternadamente en la presencia de radicales NO afuera de la

mitocondria.

Peters et al. (1998) midieron la formacion del O,” en un modelo de MCAO
permanente y transitoria en ratas y encontraron que éste se incrementa en el borde
del infarto. La comparacién de ambos modelos revelé que a la media hora de la
reperfusion se produce un pico de corta duracién (incremento de casi 5 veces) en la
produccién de 0,7, que regresa a los niveles basales hasta pasadas 2 h de reperfusion
(figura 5). En la oclusion permanente, el incremento se observd de manera mas
gradual, alcanzando un incremento de dos veces a las 3 horas de la oclusién. Esta
observacion es importante ya que el O,” es una molécula que sirve como segundo
mensajero regulando la expresion 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 rapida y
abundantemente desde los primeros minutos de la reperfusién con respecto a las ratas sin reperfusion y
las ratas control.

3.2.9.1. Antioxidantes en la isquemia

Un mecanismo por el cual las ERO generadas pueden participar en la
proteccion, esta relacionada con la apertura de los canales de potasio sensibles a ATP
en la mitocondria (mitoK*atp) a través de la induccién de la produccién de ERO. Por un
lado, el uso de un antagonista de dicho canal, tal como el acido 5-hidroxidecandico,
bloquea la proteccién, mientras que el agonista del mitoK arp, 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 deprivacién de
oxigeno y glucosa, efecto que puede ser prevenido por el scavenger de ERO N-2-
mercaptopropionil glicina. Asi, el balance alcanzado en la formacidn 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 preparacién del tejido a un
cambio brusco con la aplicacion de ciertas condiciones, de tal manera que no sufra
dano, de la misma manera funciona el post-acondicionamiento, excepto que éste es
aplicable en la clinica para pacientes que han tenido un infarto reciente. La aplicacion

de dichas maniobras puede abarcar desde la recuperacion del CBF en tiempos
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intermitentes (no de golpe) hasta la aplicaciéon de un antioxidante, o la combinacion de

ambos.

Debido a que la formacion de ERO se incrementa durante periodos de IR,
diversos estudios han demostrado que compuestos con capacidad antioxidante
protegen el tejido cerebral del dafio. Se ha propuesto que las propiedades
antioxidantes de estos compuestos estan 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
gue pueden estar alterando procesos celulares y moleculares como parte de su

mecanismo de accion.

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 aromaticos y con base en el nimero de fenoles y su
interaccion, se dividen en dos categorias: flavonoides y no flavonoides (Figura 6). Los
flavonoides tienen 15 carbonos con dos anillos aromaticos conectados con un alquino
como puente; los no flavonoides se dividen en acidos fendlicos y en estilbenos que
tienen ésta estructura con dos anillos aromaticos 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 (Martinez 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
gue esta presente en la cascara de las uvas, el ardndano, la mora, la jaca, el mani, asi

como en una gran variedad de flores y hojas incluyendo al eléboro blanco, el pino
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silvestre, el lirio de maiz 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).

Flavanols Ho?&&‘
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k 1

onQ
Figura 6. Estructuras de polifenoles (Imagen tomada de Vauzour 2012).
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Figura 7. Estructura del RSV

Aislado, el RSV es un polvo blancuzco con férmula molecular Cy4H1,03, peso
molecular de 228.25 g/mol y un punto de fusiéon 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 practicamente insoluble en agua de acuerdo

a la farmacopea europea.

El RSV puede ser encontrado en las configuraciones cis o trans (David Vauzour,
2012). El isbmero trans es biolégicamente mas 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 dias en amortiguadores con pH 1-7, mientras que
la forma cis es sélo estable a pH neutro. Del 80-90% del trans-resveratrol en solucién
es convertido en cis-resveratrol si se expone por una hora a la luz. También es
susceptible a la isomerizacién 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/dia.
Normalmente en el cerebro humano hay niveles menores de 1 nmol/g de tejido, vy el
RSV libre en el plasma y suero es de menos del 2% del RSV total (tabla 2). El nivel mas
alto en suero detectado de RSV total (libre y metabolitos) es de 2 uM a 30 min o 1 hora
de administracién; un segundo pico de 1.3 uM es observado a las 6 h, sugiriendo una
recirculacion entérica de metabolitos conjugados por reabsorcién después de la
hidrdlisis intestinal. El nivel mas alto de RSV libre en suero a 30 min, es de menos de 40
nM o menos de 22 nM. La excrecién de la fraccidon no absorbida representa el 40% del
RSV libre, 11% de glucorénido y 3% de conjugados de sulfato en intestino aislado de
rata. Mdas 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-
diglucorénidos del plasma se unen a proteinas (Amri et al., 2012). El RSV sulfatado fue
encontrado como el mayor metabolito después de la ingestién oral y esto causa una

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

Tejido/
RSV total RSV libre Derivados RSV
Localizacion
Cerebro 1 nmol/g - -
Total 2% - -
2uMalh
Sangre 22-40nMen1/2h -
g Suero 13uMa nMen 1/
6h
Plasma - 90 % 50 % conjugados de sulfato
- 11 % glucordnidos,
Intestino 40 %
3 % conjugados de sulfato

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 glutatiéon peroxidasa y catalasa (Martinez et al., 2000;
Sebai et al., 2008). En ensayos in vitro se ha demostrado que captura al O, (Hung et
al., 2002, Beckman et al., 1990), bloquea la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad por metales (Hung et al., 2002; Brito et al., 2002; Frankel et al., 1993; Amri et
al., 2011), bloquea la formacién 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 H,O, y previene la muerte celular endotelial

inducida por el estrés oxidante.

El RSV regula vias de sefializaciéon relacionadas a condiciones de estrés,

enfermedades y envejecimiento. Entre ellas, sobresale la via de la sirtuina (SIRT) que
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actia en el ciclo celular, respuesta de dafio 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
gue el RSV, baja los niveles de ERO en corteza y estriado, asi como los niveles de IL-1
y TNF-a y la activacion de la microglia (Shin et al.,, 2010); ademads, disminuye la
inmunoreactividad de astrocitos activada por microglia, la iNOS y la expresiéon de COX-
2 a6 hy 24 h después del insulto isquémico, asi como la inhibicion de p-INKa 1 hy 24
h después de la isquemia (Simao et al.,, 2012) y baja la expresion de la actividad de
MMP-9 a nivel de ARNm (Gao et al., 2005), ademas baja la actividad del SOD en
hipocampo un 20% (Lu et al., 2006), asi como los niveles de malondialdehido (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
region CA1 del hipocampo previene la disminucién inducida por isquemia de Bcl-2 y el
incremento en Bax, rescata la incapacidad de LTP (potenciacién a largo plazo) (Li et al.,
2012), disminuye la muerte neuronal y la incapacidad de excitabilidad de las neuronas
piramidales, disminuye la liberacion masiva de glutamato (Zhang et al., 2008),
aumenta la actividad de SIRT1 en el hipocampo a 48 hy 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 multiples cualidades bioldgicas incluyendo efectos
anti-inflamatorios, anti-apoptdticos y antioxidantes, que provocan una reduccién en el
tamarfio del infarto y en el dafio por las ERO, evitando ademas el aumento de enzimas
inflamatorias e inhibiendo la actividad de receptores postsinapticos de glutamato. En

la tabla 3 se muestran las diferentes condiciones en las que se administro el RSV.
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Tabla 3. Estudios donde se encontré que la administracion de RSV provoca una disminucién en el
tamafio de infarto, asi como una disminucion en produccién de ERO e inflamacidn.

Referencia

Modelo

Dosis de RSV

Tratamiento

Chao Li, 2009

2 h MCAO/ 24h R en ratas
de 3 meses (300450 g)

30 mg/kg; i.p.; diluido
en aceite de maiz 10

mg/mL

Tratamiento de 6 dias
y ultima admon. 1h

antes de MCAO.

Gang Cheng, 2008

4 h OGD/ 20 h R en cultivos
neuronales de ratones de

14-16 dias

2.5,5y 10 uM; 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 maiz 10

mg/mL

Tratamiento de 6 dias
y ultima admon. 1h

antes de MCAO.

Jin A. Shin, 2010

30 min MCAOQO/ 3 dias R en

ratones de 10 a 11 semanas

5 mg/kg machos; 1
mg/kg hembras; diluido
en etanol al 30 % en

Solucidn salina (SS) v/v

3y 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 pL de SS
0.9%

30 min antes de MCAO

i.v.

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

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

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

TGF-B de citocinas son proteinas que a través de sus receptores regulan la

proliferacién, el reconocimiento, la diferenciacion, la apoptosis, la formacién de la

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

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

inmunes (Bottner et al., 2000, Pal et al., 2012, Shi et al., 2003., Vivien et al., 1998). El
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TGF-B existe en al menos tres isoformas llamadas TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 (Pal et al.,
2012; Vivien et al., 2008).

3.3.1. Estructura del TGF-B.

Los TGF-Bs muestran la tipica estructura de las moléculas de seinalizaciéon que
son secretadas, las cuales son sintetizadas como preproteinas: un péptido sefial activa
al precursor de la molécula de la via secretora; un pro-dominio de longitud variable se
encarga del correcto plegamiento, dimerizacién de subunidades y regulacién de la
actividad del factor. El anclaje del pro-dominio en la parte madura de la proteina ocurre
en un sitio de anclaje dibdsico (motivos RXXR). Al mismo tiempo, un fragmento
carboxi-terminal de 110-140 aminoacidos es liberado. La homo o heterodimerizacion

de estos dominios carboxi-terminales generan moléculas biolégicamente activas.

En todos los miembros de la familia invariablemente se expresan siete residuos
de cisteina en los dominios maduros de las subunidades monoméricas. Seis cisteinas
forman una estructura de tres uniones disulfuro intramoleculares llamada “nudo de
cistinas”, la séptima cistina hace un puente de cistinas intermolecular que une dos

mondmeros convirtiéndolos en un dimero funcional (Figura 8) (Bottner et al., 2000).

3.3.2. Receptores del TGF-B.

Estudios de entrecruzamiento han revelado que el TGF-B se une a diferentes
proteinas de superficie denominados receptores tipo | (TBR-I; 53 kDa), tipo Il (TBR-II;
70-100 kDa) y tipo Il (TBR-Ill; 200-400 kDa) de acuerdo a su tamafno. Los TBR-II,
betaglicano y endoglina, pueden modular el acceso de ligandos a los receptores de
sefializaciéon, mientras que los TBR-l y -l son responsables de la transduccién de
sefiales. Las Ultimas dos moléculas pertenecen a la clase de proteina de los receptores
de membrana serina/treonina cinasa, los cuales regulan la transduccion de sefiales de

todos los miembros de la familia TGF-P.
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IV

I Vi
T CXGXC Cﬁ: CXC Figura 8. Nudo de cistinas de la superfamilia TGF-B. A. Las

moléculas relacionadas a TGF-B contienen siete residuos de
cisteinas altamente conservadas en la parte madura de las
proteinas monomeéricas. Seis cisteinas forman tres puentes
intramoleculares disulfuro. B. Dos uniones de cistina (C,-Cy,
C..-Cy) construyen un anillo a través del cual, el tercer
puente de cistina (C-Cy) pasa. La séptima cisteina restante,
marcada con un asterisco en A, forma una union
intermolecular disulfuro uniendo dos mondémeros a un
dimero.

Los receptores serina/treonina cinasa son glicoproteinas compuestas de una
region corta (alrededor de 100 kDa) que se une a ligandos extracelulares, a un
segmento transmembranal y a una regién intracelular con actividad cinasa. El TBR-I
requiere del TPRR-Il para que se una al ligando, y se requiere de ambos para la
sefializaciéon; TGF-B se une primero al TPR-ll, ésta interaccién desencadena el
reclutamiento del TBR-I dentro del complejo, proveyendo la base para la sefalizacidn

rio abajo (Bottner et al., 2000).

3.3.3. Transduccion de seinales. El descubrimiento de las proteinas
SMAD han permitido la comprensidn de la transduccidn de sefiales mediada por TGF-p.
De acuerdo a la funcién y estructura de las proteinas 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 TBR-I de activina y TGF-B. El segundo subgrupo
contiene un mediador comun SMAD (Co-SMADs), el cual se asocia con los R-SMADs
activados, formando complejos heteroméricos que se translocan al nucleo y activan
respuestas transcripcionales. De esta manera, SMAD-4 actla como un componente
comun de sefializacion al unirse a R-SMADs activados por diferentes vias de

sefalizacion SMAD. El tercer subgrupo comprende los SMADs inhibitorios (I-SMADs)
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gue contrarrestan la actividad de los complejos Co-SMAD/R-SMAD. SMAD-6 y -7 son
los I-SMAD de mamifero mds divergentes que antagonizan la actividad de TGF-$ en tres
diferentes niveles por la asociacion especifica y establece union con los TPR-I
activados: previniendo la unién y la activacién 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 sefial transcripcional (Figura 9) (Bottner et al., 2000; Shi et al., 2003).
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Figura 9. Seializacion activada por el TGF-B desde la membrana celular hasta el nticleo. Las flechas
indican el flujo de sefiales y estdan en cddigos de colores: naranja para la activacién de ligandos vy
receptores, gris por la inactivacién de SMAD y receptores, verde por la activacién de SMAD vy la
formacion de un complejo transcripcional, y azul por el transporte nucleocitoplasmatico de SMAD. Los
grupos fosfato y la ubiquitina estan representadas por circulos verdes y rojos, respectivamente (Imagen
modificada de Shi et al., 2003).

La via de sefializacidon del TGF-B de la membrana celular al nucleo puede ser
ilustrada por SMAD-2 (Shi et al., 2003). La activacion inducida por un ligando del
complejo receptor heteromérico resulta en la fosforilacidon de residuos de serina en la

caja GS del TBR-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 fosforilacion del TRR-I.
La SMAD-2 es liberada y se asocia en el citosol con SMAD-4, y el complejo proteinico
heteromérico se transloca al nucleo, donde se asocia con subunidades unidas al ADN
tales como FAST-1 y modula la transcripcidn especifica de genes blanco (e. g. inhibidor
del activador de plasminégeno (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 funcién de sefializacién de SMAD-2 es terminada

por la conjugacién con ubiquitina y la degradacidon por el proteosoma.

3.3.4 Participacion de TGF-B en isquemia cerebral

Los TGF-Bs se expresan abundantemente en el SNC y son caracterizados como
factores de crecimiento en péptidos relacionados con cualquier dafio (Docagne et al.,
1999; Vivien et al., 1998). TGF-B1 es una citocina antiinflamatoria y antioxidante
minimamente expresada en el cerebro intacto pero su expresion 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-B1 es expresado
después del dafio por isquemia cerebral; estos descubrimientos sugieren que el TGF-8
podria jugar un papel critico en las consecuencias neuropatolégicas de la isquemia
(Docagne et al., 1999). TGF-B1 actua contra diversos retos metabdlicos y excitotdxicos;
sin embargo, otros estudios han reportado que bajo ciertas condiciones, el TGF-B1 es
capaz de potenciar el dafio neuronal inducido por glutamato, producto de
despolarizacién mantenida en el area de infarto y por la necrosis en el drea de infarto
(Docagne et al., 1999). Algunos de los efectos del TGF-B en astroglia son
antiinflamatorios e inmunosupresores y estan implicados en la supervivencia de la
astroglia, por lo que el TGF-B modula la expresiéon 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-B, pueden regular la expresion
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de TGF-B en astroglia. En casi todos los contextos estudiados, el TGF-B inhibe el

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

Las células microgliales sintetizan y liberan TGF-B1 en respuesta a las citocinas
proinflamatorias de las familias de la IL, interferén y TNF. A su vez, TGF-B1 bloquea la
induccion de radicales libres, induce la apoptosis selectiva de la microglia a través del
mecanismo independiente de Bcl-2, sin alterar a las células supervivientes de astroglia
y oligodendrogliales (Doboly et al., 2012). Se ha demostrado también que los TGF-Bs
tienen propiedades anti-apoptodticas bajo condiciones isquémicas y no isquémicas; se
encontrd una activacion gradual de las cinasas extracelulares reguladoras de seial 1/2
(ERK1/2) y de la proteina MAPK cinasa-1 activada asi como un incremento en la
fosforilaciéon de Bad en cerebros de ratén. Consistentemente con estos efectos, el
incremento en los niveles de la proteina Bad y la activacién de la caspasa 3 fueron

suprimidos en el cerebro con el TGF-B1 (Dobolyi et al., 2012).

Se han sugerido 3 aspectos generales importantes acerca del TGF-B: (a) la
ubicuidad aparente de TGF-B en todas las dreas del SNC asi como en el sistema
nervioso periférico, (b) coexpresién consistente de los TGF-B2 y -B3 en neuronas,
astroglia, células de Schwann, y (c) la falta o niveles bajos de TGF-B1 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 regién
también contiene microglia/macréfagos activados y astrocitos reactivos, los cuales
representan la respuesta inmunoldgica al dafio en el tejido cerebral. Una vez que la
barrera hematoencefélica se rompe, los monocitos/macréfagos activados por citocinas
como IL-1 (secretados por astrocitos activados u otras células gliales) se infiltran al
tejido isquémico. A su vez, los macrofagos secretan TGF-B1 y otros factores de

crecimiento.

TGF-B1 es capaz de actuar en células tanto inmunes como neurales, regula el

tejido dafiado y promueve la reparacion. Esto puede ocurrir por el incremento de la
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produccion de Bcl-2 y la disminucién de la concentracién de Ca®*, protegiendo a las

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

4. JUSTIFICACION

El infarto cerebral es la tercera causa de muerte y la primera causa de
incapacidad en paises industrializados (SINAIS 2008); sin embargo, no existe un
tratamiento efectivo para evitar el dafio que se produce por la IR al deshacer el
coagulo con el tratamiento de tromboliticos (i. e. tPA). El modelo de MCAO en ratas es
utilizado debido a que produce la oclusiéon focal de una arteria mayor, el daifo 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 dafio inducido por la IR cuando es administrado al inicio de la reperfusion
(Aguilera et al., 2010). Esto es importante ya que la mayor cantidad de ERO son
generados a los primeros 30 minutos de la reperfusion (Peters et al., 1998, figura 5). El
RSV, sugiere un efecto antioxidante in vitro (modelo de privaciéon de oxigeno y glucosa,
OGD por sus siglas en inglés, Oxigen and Glucose Deprivation) y en modelos animales
de isquemia cerebral (Tabla 3); sin embargo, no esta caracterizado su efecto protector

al ser administrado al inicio de la reperfusién.

Igualmente, se ha demostrado que el RSV tiene un efecto protector asociado a
sus efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y antiapoptodticos, pero al igual que en el
caso de otros antioxidantes, no estd claramente establecido su mecanismo de accion.
La isquemia cerebral focal transitoria induce cambios en el complejo perfil de
expresion génica, la regulacidn de la concentracion de las ERO en el area de penumbra
puede activar vias de senalizacion de supervivencia. El TGF-B1 es una cinasa cuya
activacion puede estimularse durante la isquemia moderada y tiene efectos
antiinflamatorios similares a los ejercidos por el RSV, por lo que es posible que este

ultimo esté mediando su efecto protector a través de la via de activacion del TGF-B1.
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5. HIPOTESIS

La administraciéon de RSV al inicio de la reperfusion reduce la cantidad de ERO, asi
como la cantidad de células degeneradas durante la reperfusidon y aumenta los niveles

del ARNm del TGF-B1 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
reperfusidon en el modelo de isquemia cerebral y su efecto en la expresién del ARNm

de TGF-B1 como parte del mecanismo de accidn para proteger a la célula.

Especificos

e Evaluar el efecto de la administracion al inicio de la reperfusién de RSV en la
degeneracion celular inducido por la IR.

e Evaluar el efecto del RSV en la produccion de ERO generadas por la IR.

e Evaluar el efecto del RSV en el nivel de expresion del ARNm del TGF-B1 en el

modelo de IR.

7. MATERIAL Y METODOS

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 acrilico bajo condiciones constantes de temperatura,

humedad y luz (ciclos de 12 horas de luz/oscuridad). Se les proporciond agua

41



ozonificada y alimento (LAB DIET, exclusivo para roedores de laboratorio en etapa de
mantenimiento, libre de drogas, antibidticos y estrégenos sintéticos, con formulacion y
nutricion constante, norma de calidad I1ISO — 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 produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y a los principios éticos para las
investigaciones médicas descritos por Helsinki y sus enmiendas (Asociacion Médica

Mundial).

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

Para simular el dafio por IR se utilizd el modelo de MCAO en ratas, ya que
ofrece una aproximacién mas simple y menos traumadtica comparada a modelos con
craneotomia (Tamara, 1981; Macrae, 1992). Para inducir la MCAO se utilizo la técnica
descrita por (Longa et al. 1989). Los animales se anestesiaron con isofluorano al 2%.
Inicialmente la bifurcacion de la carétida cervical fue expuesta a través de una incision
en el cuello del animal. Posteriormente, se introdujo un monofilamento de nylon de 3-
0 a través de la arteria carétida proximal externa hasta el interior de la arteria cardtida
(aproximadamente 17 mm). En este punto el filamento ocluyd el flujo sanguineo de la
arteria cerebral media. Después de 2 horas de obstruccion, se realizaron las pruebas
conductuales (ver 7.3), se anestesiaron de nuevo y el filamento se retird
cuidadosamente con la finalidad de permitir la restauracién del flujo sanguineo
(reperfusiéon). Las ratas se sacrificaron después de 4 h o 24 h de reperfusion
dependiendo del experimento. La cirugia fue realizada por la Dra. Alma Ortiz Plata del
laboratorio de Neuropatologia Experimental, del INNN (Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia).

7.3 Pruebas Conductuales

El estado neurolégico de cada rata se determind antes de la reperfusidn,

empleando 2 pruebas conductuales: 1) Flexion de la pata contralateral a la lesidn, 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
qgue los animales con dafio doblan la pata contralateral como consecuencia de la
lesién; y 2) Conducta de giro, las ratas fueron sostenidas por la base de la cola
permitiéndoles moverse libremente al apoyar las patas delanteras; se observd la
direccion del movimiento durante 30 segundos. Los animales dafados realizan al
menos 5 vueltas en sentido contralateral a la lesidn. A cada prueba conductual se le
asigndé un valor: de 0 si el animal presentd una conducta normal y de 1 si se presentd
dano. La suma de los valores obtenidos en las 2 pruebas se utiliz6 como medida para
determinar la presencia de un dafo cerebral. Los animales que en la evaluacidn
obtuvieron menos de 2 fueron excluidos del estudio, ya que éste valor en el déficit fue
asociado a una cirugia inadecuada. Las ratas con déficit neuroldgico igual a 2

invariablemente presentaron un daio por IR.

7.4 Administracion del RSV

Se administré 1 mg/kg de peso corporal de RSV (Sigma Prod. No. R5010) en 100 uL
de etanol al 50 % o al 7 % al inicio de la reperfusidén (5 mM) por via intravenosa (vena

caudal).

7.5 Evaluacion de la produccion de ERO y muerte neuronal

7.5.1 Perfusion con solucidn salina y paraformaldehido (PAF)

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (40 mg/kg, i.p.,
Sedalpharma®). Enseguida se realizé una perfusién intracardiaca con 100 mL de
solucidn 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 solucion de sacarosa al 30% en PBS

y mantenidos a temperatura ambiente hasta alcanzar el equilibrio (esto se observa

43



cuando los cerebros se van al fondo del tubo). Posteriormente, se realizé un corte
coronal para extraer la regidon 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 inclusiéon O.C.T.
(por sus siglas en inglés, Optimal Cutting Temperature, Tissue Tek®), se congelaron en
nitrégeno liquido y se cortaron inmediatamente o se mantuvieron a -80°C hasta su
uso. Se obtuvieron cortes coronales seriados de los tejidos cerebrales (22 um 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 tincién con fluoro-jade.

7.5.2 Tincion con etidina

La etidina (D7008, Sigma) es un indicador fluorescente de ERO, especialmente
O,". 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 ndcleo por sus
cargas positivas y se intercala en el ADN, tifiendo el nucleo de las células de un rojo
brillante. A las 24 horas de reperfusion, se administraron 10 mg/kg de etidina por la
vena caudal y se dejo 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 seccién 7.5.3.). Los cortes, se analizaron utilizando un microscopio

de fluorescencia (ver seccién 7.5.5.).

7.5.3 Tincién con fluoro-jade

El Fluoro-jade (FJ) (AG310, Chemicon), es un derivado de la fluoresceina que se
utiliza para marcar neuronas degeneradas en tejido ex vivo. Los cortes coronales
montados fueron postfijlados en PAF 4 % por 30 segundos. Posteriormente se

sumergieron en una solucion 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 solucion
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 pL de una solucién de FJ al 0.0004% por 30 minutos a 37 °Cy
se lavaron 3 veces con una solucién (50 mL) de etanol al 0.01 % por 1 min cada vez.
Finalmente se removié el exceso de la solucidn y se dejaron secar a 59 °C por 10 min
en horno. Los portaobjetos secos se limpiaron con xilol por 1 min antes de tefiirlos con

HCT.

7.5.4. Tincion con Hoechst

El HCT 33342 (H21492, Invitrogen)es un marcador fluorescente que se intercala
en el ADN, se emplea para visualizar nucleos. Es excitado por la luz ultravioleta con una
longitud de onda cercana a los 350 nm y emite fluorescencia azul/cian con un pico de
emision de alrededor de 461 nm. Puede usarse tanto en células vivas como fijadas, y
se emplean a menudo en sustitucion del DAPI, el cual es menos lipofilico por lo que el
HCT puede atravesar mas facilmente la membrana celular. Una vez tefiidos con etidina
y FJ, se le colocoé a cada corte 50 uL de HCT (10 pg/mL) en PBS y se incubd en
obscuridad por 10 minutos. Se hicieron 3 lavados de 1 min c/u para después ser
montados con polymount (10 uL). Finalmente, se analizaron en el microscopio de

fluorescencia (ver seccién 7.5.5).

7.5.5. Analisis de imagenes obtenidas de las tinciones de etidina, FJ y HCT

Las laminillas se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus
modelo 1X81) acoplado a una cdmara 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 exposicién y ganancia para cada uno de los tres canales,
incluyen la corteza frontoparietal ipsilateral y contralateral a la lesidon;la adquisicidn se
llevé a cabo con: filtro de excitacién de 362 nm y 390 nm y de emision 515-565 nm
(amarillo verdoso) para FJ; 490 nm de excitacidon y 590 nm de emisién para la etidina,

excitacion 346 nm y emisién 490 nm (azul) para HCT. Las imagenes obtenidas de cada
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laminilla se empalmaron y se obtuvo una composicion que fue utilizada para
determinar el nimero de células positivas a FJ (CFJ+) y a etidina mediante el analisis de

imagenes descrita a continuacion.

7.5.5.1 Procesamiento de Imdagenes con el programa Cell Sens Dimension

La adquisicién de imdagenes se llevd a cabo en 16 bits para empalmar y se
guardaron como archivos “.tif”. Para iniciar el andlisis, se sustrajo el fondo de cada
imagen por canal, utilizando una fotografia con la iluminacién sin muestra ni
portaobjetos, utilizando la funcion “Background Substraction”: (Process -
Enhancement — Background Substraction- OK). Enseguida, se empalmaron las
imagenes que formaban el area de la corteza de cada uno de los hemisferios
empleando la funcién “Multiple Image Alignment”: (Acquisition — Gallery — Ctrl+A para
seleccionar las imagenes sin el fondo — Process — Multiple Image Alignment — OK). Se
separaron los canales y se cambid el formato a escala de grises y 8 bits utilizando la
funcién “Mode”: (My functions — Channels — Image — Mode — Grayscale / 8 bits).
Finalmente, las nuevas imdgenes de cada canal de la tira se guardaron como archivo

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

7.5.5.2 Cuantificacion empleando el programa Image J

Para la cuantificacion se utilizdé el programa Image J (NIH)
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Se abrid la composicidon 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. drea no perteneciente al interior del cerebro)
utilizando la herramienta “freehand selections”. En seguida, se determind el umbral
usando la herramienta “Threshold” de segmentacion, tal que nos permitiera

seleccionar los nucleos celulares.
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Figure 4 :

Figura 10. Region del cerebro utilizada para realizar los cortes coronales. A. El area entre las dos lineas
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 area de infarto
y la de penumbra. B. Dentro del recuadro rojo se muestra la regién de la corteza que fue fotografiada,
incluye el hemisferio isquémico (izquierdo) como del no isquémico (derecho).

En la segmentacién obtenida se cuantificaron las particulas con un tamafio
entre 50 y 200 pM (el tamafio de los nucleos tefiidos 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 segmentacién se generd una base de datos con las marcas

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

generé una mdascara.

Este procedimiento se realizé con cada una de las imagenes para los otros dos
canales para seleccionar y cuantificar la marca positiva de FJ (+) o Etidina.
Después se empalmd la mascara de los nucleos celulares) mediante la herramienta
“ROI Manager” (ROl Manager — Properties — Color: red — More — Open: RoiSet: canal
350) con las mascaras de ROIs de los otros canales. Este empalme de maéscaras
permitid evaluar manualmente la correspondencia a las marcas segmentadas de los
canales rojo y verde, descartando la marca no especifica y se agregaron manualmente
las marcas que no fueron seleccionadas por el programa (T-ROl Manager: Measure).
De ésta manera se obtuvieron el niumero total de células (tefiidas con HCT, medido a
350 nm, azul), el total de células positivas a degeneracién (tefiidas con FJ a 488 nm,
verde) y el total de células positivas a produccién de ERO (tenidas con Etidina a 594

nm, rojo).

Para cuantificar el area total examinada, se selecciono toda el area cuantificada
para determinar su dimension con la funcion “Measure” (Analize — Tools — Roi
Manager — Add (T) — Image — Properties — Unit of Length: um — Roi Manager —

Measure). Los resultados se presentan en densidad.

7.6 Evaluacion del nivel de expresion del ARNm por PCR cuantitativo

7.6.1 Extraccion del ARN

Se utilizd6 material de plastico 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 contaminacion del
material con RNasas. En todo el procedimiento se utilizé agua libre de RNasas (H,0-

DEPC).
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El tejido (50-100 mg de tejido de la corteza frontoparietal) se homogeneizé con
un pistilo de teflon, en 1 mL de TRIzol® Reagent (No. Catalogo 15596-018,
INVITROGEN) Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 5 min a T.A. Se
agregaron 200 uL de cloroformo, se agitd vigorosamente usando vortex durante 15
seg. y se incubd 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. EIl ARN permanece en
la fase superior acuosa. Para precipitar el ARN, se transfirié la fase acuosa a un tubo
limpio, se agregaron 0.5 mL de isopropanol, se mezclaron con vortex y se incubaron a
4°C durante toda la noche. Después de la incubacién, se centrifugaron 10 min a 12 000
x g a 4°C, se elimind el sobrenadante y se lavo la pastilla de ARN con 1 mL de etanol al
75% en H,O-DEPC. Se mezcld en el vortex y se centrifugd a 7 500 x g durante 5 min a
4°C. Enseguida se elimind el sobrenadante (cuidadosamente porque la pastilla se
despega facilmente) y la pastilla se dejd secar a T.A (aproximadamente 10 min). El ARN
total se disolvié en 50 uL de H,0O-DEPC. EI ARN se mantuvo a 4°C y se cuantificd
inmediatamente por espectrofotometria a 260 nm. EI ARN que no se utilizé se guardo
de -20 a -80°C. Antes, se le agregaron 11 plL de acetato de sodio (2 M pH 4.0) y 700 uL
de etanol absoluto por cada 50 puL de ARN en agua. Nota: El ARN en etanol al 75%
puede guardarse durante una semana de 2-8°C o durante un afio a -5 a -20°C. Para

recuperarlo se centrifuga a 7 500 x g durante 5 min a 4°Cy se continua con el lavado.

7.6.2 Sintesis de ADNc

Se mezclaron 5 pg de ARN total, 2.5 uM (50 ng) de hexameros (Random
Hexamers (N8080127, Applied Biosystems) en un volumen final de 17.5 pL de H,0-
DEPC. La mezcla se incubd durante 7 minutos a 65°C. Se pasé inmediatamente a hielo
y se mezclaron los otros componentes de la reaccién: amortiguador de reaccién M-
MLV- 5X (M1701, Promega), 500 uM 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 incubd 1 h a 37 eC.

49



7.6.3 Reaccidn de la cadena de la polimerasa—transcriptasa reversa en tiempo

real (QRT-PCR)

El analisis de la expresion del TFG-[31 se realizé con sondas TagMan® especificas
para TGF-B1 (Rn00572010_m1, Applied Biosystems) y como control enddgeno se
determiné la expresion del ARN ribosomal de la subunidad 18S (18S ARNr), utilizando
una sonda TagMan®VIC) (4308329, Applied Biosystem).Para una reaccién con volumen
final de 20 L, se ocuparon 10 uL de la mezcla de reaccién Mdaster Mix (2x) (58003365-
01, Applied Biosystems,), 0.05 uL de sonda TagMan o 0.05 pL de oligos sense,
antisense y sonda del gen endégeno y se completd el volumen de 200 uL con H,0-
DEPC. Se agregaron todos los componentes excepto el ADNc, se mezclaron y se
centrifugaron. Se agregaron 57 plL de la mezcla a tubos eppendorf de 600 pL. La mezcla
sobrante se utiliz6 para el control negativo sin ADNc (NTC) (19 pL por pozo). Se
agregaron 3 pL del ADNc de la dilucidon de cada muestra de ADNc (1:50) a cada tubo.
Se cargaron 18 puL de cada mezcla en los tubos dpticos. Las reacciones se realizaron por
triplicado. Las condiciones de amplificacién 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
empled un detector de PCR tiempo real ABI PRISM 7500 Sequence Detector System
(Applied Biosystems). El analisis de los datos se realizd utilizando el método

comparativo 22T (Livak & Schmittgen, 2001).

6.6.4 Analisis por el método AACt

Se realizé la cuantificacidn relativa de la expresién del ARNm del TGF-B1. Este tipo
de cuantificacion mide los cambios del gen de interés versus los diferentes
tratamientos. Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del ARNm del TGF-f1
(blanco), los datos se normalizan versus un gen de expresion constante que se utiliza
como referencia endégena (ARNr del 18S) de tal manera que los valores resultantes
sean reflejo de los cambios de expresidon del gen y no de las diferencias en la cantidad

de muestra afiadida.
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Para normalizar la expresion génica, se utilizé el método comparativo de 2% el

cual es un modelo matematico que calcula los cambios de expresién génica como un
cambio relativo en ésta (niUmero de veces) entre una muestra experimental (control) y

las diferentes variables.

Para utilizar el método, primero fue necesario realizar un ensayo de validacién de
los ensayos de amplificacion usando diluciones seriadas para el ARNm del TGF-B1 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 amplificacién entre cada
dilucién. Se realizaron las reacciones de RT-PCR y se obtuvieron los Cts (ciclo umbral de
deteccidn) para realizar el calculo de la eficiencia de amplificacién. Esta fue del 93 %

para TGF-B1y 115 % para 18S (Figura 11; Ver anexo 2).

Posteriormente, para poder utilizar el método comparativo se realizé una curva de
rango dindmico de deteccidn para ambos genes. Se obtuvo el ACt (Ct TGFB-1 —Ct 18S
ARNr) para cada una de las concentraciones utilizadas (Ver anexo 2). La pendiente

obtenida de la grafica fue de -0.84 lo que valida la utilizacion del método.
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Figura 11.Calculo de la eficiencia de amplificacion del ARNr 18S y el ARNm de TGF-B1. La recta
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7.7. Diseno experimental

Se realizaron ensayos de RT-qPCR para evaluar la expresiéon del TGF-B1 en la
corteza frontoparietal ipsilateral a la lesion. Para este andlisis los animales se
dividieron aleatoriamente en 6 grupos experimentales: control (CT); control +
vehiculo (CT+VH), al que se le administré 100 uL de EtOH al 50 o al 7% i. v. por la
vena caudal al momento de la reperfusion; control + RSV (CT+RSV), al que se le
administré 1 mg/kg de RSV en 100 uL 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
reperfusion; el IR mas vehiculo (IR+VH), en el que a las ratas se les administro el
EtOH (50%) al momento de la reperfusion; y el IR mas RSV (IR+RSV), al que se le
administré 1 mg de RSV/kg de peso via i. v. por la vena caudal al momento de la
reperfusion. Para evaluar el dafio celular se realizé una tinciéon con FJ en 4 grupos
experimentales: CT, IR, IR+VH e IR+RSV, y la evaluacién se realizé6 en los lados
ipsilateral y contralateral a la lesidon. Finalmente, la produccién de ERO se evalud
con etidina, para éste ensayo se utilizaron 3 grupos experimentales: IR, IR+VH e
IR+RSV; en ambos hemisferios cerebrales. No se utilizé el control porque no
observé sefial positiva en ratas control por lo que el lado contralateral de la lesién

fue utilizado como referencia para cuantificar los cambios.

8. RESULTADOS

8.1 El RSV disminuye la neurodegeneracion en ratas sometidas a IR

Se realizd una tincidn por FJ para evaluar el daio celular ocasionado por la IR, ya
que el FJ permite identificar células degeneradas. En el grupo control, observamos un
ndmero basal de células (CFJ+) de 5.1 cel/mm? El lado contralateral a la lesién, no
mostré diferencias significativas entre grupos, teniendo valores CFJ+ de 1-10 cel/mm?.
Cuando las ratas fueron sometidas a IR, el numero de CFJ+ aumentd un 96 % (128.7
cel/mm?), indicando gue la MCAO induce el dafio celular. En las ratas del grupo IR+VH

50%, es decir sometidas a IR y tratadas con el vehiculo (etanol al 50%) la densidad de
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CFJ+ bajé a 59.2 cel/mm?, lo que representa una disminucién del 54 % con respecto al
grupo IR. Con la intencién de disminuir el efecto del etanol, se analizé un grupo IR+VH
tratadas con vehiculo al 7%, en este se observé un CFJ+ de 32.9 cel/mm?, lo que
representa una disminucién del 44 % con respecto al grupo IR+VH 50%. Finalmente,
encontramos que el tratamiento con RSV, redujo el dafio inducido por isquemia, en el
grupo IR+RSV 50% se observd una disminucion en la densidad de las células dafiadas
del 96 % (4.8 cel/mm?) con respecto al grupo IR. Cuando se administré el RSV diluido

en 7% de etanol, la densidad de CFJ+ disminuyd a 3.7 cel/mm? (figuras 12 y 14; tabla

4).
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Figura 12. Cuantificacion del daio 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+ aumentd casi 124 veces (128.7 cel/mm?) en el grupo sometido a MCAO vy
reperfusidn (IR). Se utilizaron 6 grupos experimentales; control (CT), control + vehiculo (etanol 50 %)
(CT+VH), control + resveratrol (CT+RSV), isquemia/reperfusion (IR), isquemia/reperfusiéon + vehiculo
(etanol al 50%) (IR+VH) e isquemia/reperfusién + 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 EI RSV diluido en etanol a una concentracién baja disminuye la produccién

de ERO

Se realizé la deteccidon del marcador etidina en su forma oxidada para evaluar el
efecto de la IR y del tratamiento en las concentraciones de ERO. En el analisis de las
imagenes en las ratas control no se detecté la marca, por lo que al realizar los estudios
en las ratas en donde se les aplicé la maniobra de IR se tomo el lado contralateral a la
lesién como control; no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos. En el
grupo IR se observaron 31.1 cel/mm? positivas a etidina, es decir mostré un
incremento del 68% en las ERO generadas debido a la IR en comparaciéon con el
hemisferio contralateral (9.9 cel/mm?). En el grupo IR+VH 50%, al que se le administrd
el vehiculo (etanol al 50%) observamos que el nimero de células positivas a etidina
aumento a 78.6 ceI/mm2 en el hemisferio ipsilateral a la lesidn, esto es un 87%. En el
grupo IR administrado con etanol al 7% observamos un aumento del 80% (50.2

cel/mm?) sin diferencias significativas con respecto al hemisferio contralateral a la

lesion.
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Figura 13. Cuantificacion de la produccion de ERO. Doce campos consecutivos por corte fueron
adquiridos usando un microscopio de epifluorescencia (10X). El area 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/reperfusion (IR),
isquemia/reperfusion + vehiculo (etanol al 50 %) (IR+VH 50%), isquemia/reperfusién + vehiculo (etanol
al 7 %) (IR+VH 7%), isquemia/reperfusién + resveratrol en etanol al 50% (IR+RSV 50%VH) e
isquemia/reperfusion + 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 concentracion.
Sin embargo, el grupo de RSV diluido en etanol al 7% tuvo una reduccién del 82 % (9.1
cel/mm?) en el nimero de células positivas a ERO, estadisticamente significativa
(P<0.05) con respecto a IR+VH 7%. Este efecto mostré 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 lesion un incremento de las células positivas a Etidina
relacionado a la administracién del etanol y su concentracién, con una tendencia a

incrementar ain mas en las concentraciones altas (50%).
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IW Hoechst Etidina Fluoro-Jade Empalme (Et/FJ) Empalme (HCT/Et/F])

CONTROL
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IR + VH

IR + RSV

Figura 14. Evaluacion de dafio celular y la produccion de ERO. Ensayos de tincién 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 reperfusion (IR), sometidos a 2 h de isquemia y 24 h de reperfusion mas vehiculo (IR + VH) y mds
el resveratrol (IR+RSV), se evalud el nimero de células totales con Hoechst. La etidina se muestra en su forma oxidada debido a su interaccién con las ERO producidas
durante la isquemia. La capacidad antioxidante del resveratrol redujo la sefial positiva a Etidina. El Fluoro-Jade (FJ) nos permitié observar las células degeneradas, que
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aumentan en numero en el grupo de IR y disminuyen con el tratamiento con el vehiculo y con RSV. El empalme nos permite ver cémo algunas células tefiidas con FJ y
etidina se mezclan, lo que sugiere que al menos parte de los dafios se puede asociar a los ROS producidos durante la reperfusion.

Tabla 4. Cuantificacion de dafio celular y produccion de ERO. De las fotografias tomadas se hizo una cuantificacién en el programa Image J a partir del nimero total de
células (tefiidas con HCT) y se saco el porcentaje y la densidad de células positivas a FJ y Etidina para evaluar el dafio celular y la produccidn de ERO en la isquemia.

CONTEO % CEL %CEL DENSIDAD
TOTAL DENSIDAD POSITIVAS DENSIDAD FJ POSITIVAS ET
ET (#cel/mm?)

IPSILATERAL 1791 316.4 1.9 5.1 - -

CONTRALATERAL 1592.7 273.4 0.5 0.4 = =

IPSILATERAL 1457 302.5 44.5 128.7 45.6 31.1
CONTRALATERAL 1770 491.6 9.5 9.7 14.6 9.9
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
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
IPSILATERAL 934.8 182.2 3.5 4.8 46.5 49
CONTRALATERAL 849.3 178 3.3 4.4 39.3 38.9
IPSILATERAL 1730.5 98.5 3.9 3.7 9 9.1
CONTRALATERAL 1334 81.5 6 5 18.1 15.8

(#cel) HCT E (#cel/mm?)

IR

IR + VH 50%

IR + VH 7%

IR + RSV 50%VH

IR + RSV 7%VH
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8.3 El RSV aumenta la expresion del TGF-B1 a 4 h de reperfusion y la

disminuye a 24 h.

Se realizd un estudio de RT-PCR para evaluar el efecto del RSV en la expresién
del TGF-B1 en ratas sometidas a 2 horas de isquemia. Un primer analisis se realizé a las
24 h de reperfusidn, ya que a estos tiempos observamos el efecto protector del
tratamiento, se observd una disminucion en la expresion del TGF-B1 en todos los
grupos experimentales. Con el control normalizado en 1.0, observamos una
disminucion del 86% en la expresiéon de TGF-B1 al administrarle el etanol al 50%
(0.18+0.1). Al administrar el RSV, la disminucidn fue del 87% (0.17+0.1); al aplicarle la
maniobra de IR la disminucién fue del 93 %, (0.09+0.1); el grupo IR con etanol, mostré
una disminucién de un 97 % (0.03+0.1), al igual que el grupo IR al que se administré el
RSV (0.03+0.1) (figura 15). No es encontraron cambios significativos entre los

diferentes tratamientos.

Expresion relativa del
ARNm TGFf-1 con respecto al ARNr 18s

Expresion relativa del
TGFb1 mRNA/18S mRNA

Figura 15. Expresidon de TGF-B1 en isquemia cerebral en ratas sometidas a 24 h de reperfusion. Los
niveles relativos de ARNm se determinaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el
método AACT comparativo empleando un detector de ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Se utilizé
ARN obtenido de corteza somatosensorial. Se utilizaron 6 grupos experimentales (n=6); Control (CT),
Control + Vehiculo (etanol 50 %) (CT+VH), Control + Resveratrol (CT+RSV), Isquemia/Reperfusion (IR),
Isquemia/Reperfusion + Vehiculo (etanol al 50 %) (IR+VH) e Isquemia/Reperfusién + Resveratrol
(IR+RSV). * One way-ANOVA. Diferencia Significativa vs CT. P<0.05%.
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Con la intencién de determinar si el tratamiento habia provocado un cambio en
la expresion del TGF-f1 a tiempos previos se realizd el ensayo a 4 horas de
reperfusién. Encontramos que los grupos controles [CT+VH (EtOH 50%) y CT+RSV]
muestran un aumento en la expresion del TGF-f1 (2.807 + 0.1 y 4.747+1.2,
respectivamente). Se observé un aumento de aproximadamente 3 veces en el grupo
IR (3.2715+0.7) con respecto al control (1.011+0.1). La administracién de RSV a ratas
sometidas a IR provocd 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 expresion de TGF-B1
inducido por la IR, ya que se observan los niveles basales de expresion (1.169 + 0.4)

(figura 16).

Expresion relativa del
ARNm TGFf-1 con respecto al ARNr 18s
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Figura 16. Expresion de TGF-B1 en isquemia cerebral en ratas sometidas a 4 h de reperfusion. Los
niveles relativos de ARNmse determinaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el
método AACT comparativo empleando un detector de ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Se utilizd
ARN obtenido de corteza somatosensorial. Se utilizaron 6 grupos experimentales (n=6); Control (CT),
Control + Vehiculo (etanol 50 %) (CT+VH), Control + Resveratrol (CT+RSV), Isquemia/Reperfusion (IR),
Isquemia/Reperfusion + Vehiculo (etanol al 50 %) (IR+VH) e Isquemia/Reperfusién + Resveratrol
(IR+RSV). * One way-ANOVA. Diferencia Significativa vs CT; **vs IR. P<0.05%.
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9. DISCUSION

Los compuestos polifendlicos producidos por las uvas y encontradas en el vino
tinto (e. g. acidos 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 0,7, -‘OH y HO,, producidos durante la IR cerebral y capaces
de causar daios irreversibles a las células (Hung et al., 2002). Congruente con estas
propiedades, se ha demostrado que la administracién de polifenoles, entre ellos el
RSV, puede reducir los dafios producidos por la isquemia cerebral (e. g. el tamafio del
infarto) al modular procesos como la produccién de ERO ya sea de manera directa por
su molécula capaz de reaccionar con radicales libres o desencadenando rutas
metabdlicas, y al modular la respuesta inflamatoria (Martinez 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 multiples de 30 mg de RSV/kg (por 6 dias 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
reperfusidon pueden prevenir el dafio 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 trombolitica para contener el dafio

causado por un infarto al miocardio (Hicks et al., 2007) mostré mejoras significativas.

Peters et al. (1998) evaluaron la produccién de ERO después de 3h de isquemia
(gpo 1) y 1h de isquemia y 2h de reperfusion (gpo 1ll) compardndolos con los valores
de un control (gpo |). Encontraron que al iniciar la isquemia (10 min), el valor de ERO
en el grupo Il incrementd casi 5 veces después de 10 minutos y se mantuvo elevado
por el tiempo que duré la isquemia. En el grupo lll, se observd un incrementd maximo
de un 489 %, al inicio de la reperfusidn, posteriormente la produccién de ERO en este

grupo se mantuvo en un 200% similar al grupo Il (figura 5). Estos resultados sugieren
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gue la administracién de antioxidantes al inicio de la reperfusién podrian contener el

pico de ERO producido por la reperfusion (Aguilera et al., 2010).

Uno de los mecanismos con el que actian los antioxidantes puede ser
explicado por las vias de sefializacion accionadas por los radicales libres. EI O, es un
radical libre que tiene diversas fuentes, una de ellas es la cadena transportadora de
electrones que produce constantemente radicales del oxigeno (del 2 - 5 % de los
electrones). La formacion de O,” 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
O, generado en la matriz es eliminado en ese compartimento, parte del O, producido
en el espacio intermembranal puede ser llevado al citoplasma a través de canales
anidénicos dependientes de voltaje. La contribucion relativa de cada complejo en la
produccién de O, varia de organulo a organulo y también depende de la situacion
metabdlica de la mitocondria: respirando (estado 3) o la cadena respiratoria esté
altamente reducida (estado 4). Aunque el complejo Ill es el responsable de la mayoria
del O,” producido en la mitocondria del corazén y pulmones, en el cerebro bajo
condiciones normales la fuente primaria de la formacion de O," parece ser el Complejo
| (Turrens, 2003). La velocidad de la formacion del O, por la cadena respiratoria es
controlada basicamente por una accidn de masas, incrementa cuando el flujo de
electrones baja (aumentando la concentracién de donadores de electrones) y cuando
la concentracién de oxigeno 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 fisiolégico de la concentracidon de O, aumenta (Turrens, 2003).

Nuestro estudio consistid en administrar una dosis de RSV al inicio de Ia
reperfusion, 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
reperfusion empleando las técnicas de tincidn con FJ y la sonda Et, ademas de buscar si
existe alguna relacion entre el RSV y el ARNm de TGF-B1 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 causé neurodegeneracion, lo cual
fue evidenciado mediante la deteccion de células positivas a FJ+. Utilizando este
método, encontramos que las células degeneradas disminuyen con la administracion
de RSV tanto como con el VH (etanol 50%). Por lo tanto, decidimos reducir la
concentracién del VH, con la intencién de disminuir el efecto sinérgico del etanol y
poder evaluar el efecto especifico del RSV. Sin embargo, aun utilizando una
concentracion de etanol al 7% (minima requerida para disolver la dosis empleada de
RSV), se observo el mismo efecto. Esto fue una disminucién en el numero de células
positivas a FJ con un 54-74 % de proteccidn, 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 uL al 0.1 %) disminuye el tamafo
del infarto y la elevacidon de mediadores inflamatorios; y en cultivo neuronal, el etanol
suprime el estrés oxidante y la apoptosis neuronal inducida por la privaciéon de oxigeno

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 relacién entre el consumo moderado de alcohol y el atague isquémico es
controversial. Nosotros hayamos los efectos benéficos del etanol contra la MCAO
asociados a una disminucion de la neurodegeneracion. El probable mecanismo de
accién del etanol en el infarto puede estar ligado a su habilidad de inhibir la liberacidon
de aminoacidos excitotdxicos, deprimir la funcién del receptor de glutamato, y atrapar
radicales libres. Ha sido reportado que el etanol inhibe la corriente idnica activada por
el NMDA, previniendo la excitotoxicidad en el modelo animal (Liao et al., 2003).
Ademas, en nuestro laboratorio se ha encontrado que el etanol es capaz de inducir
una disminucién de la expresiéon de las subunidades NR1 y NR2 del receptor de

glutamato tipo NMDA (Tesis Cerdn, 2013).

Por otro lado, nosotros observamos que la administracién del RSV tiene un

efecto adicional (97% de proteccién) al observado con el vehiculo solo (etanol al 7 o
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50%). Por lo que es evidente que el RSV es un protector mucho mas poderoso que el
etanol (independientemente de su concentracion), se observé 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 proliferacion 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 reperfusién protege contra el dafio 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 dano debido al ataque y
podria 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 Bioquimicos y arritmias inducidos por la reperfusion en
corazén antes y después de la terapia trombolitica. Encontraron que aquellos que
recibieron antioxidantes, mostraron una disminucion en los latidos ventriculares
prematuros (100% vs 38%), la fibrilacion atrial (44% vs 6%), la taquicardia ventricular
(31% vs 0%), el bloqueo atrial-ventricular de primer grado (44% vs 6%), la actividad de
la malondialdehido en plasma a la primer hora de trombdlisis (1.07 +/- 0.10 vs 0.53 +/-
0.10 nmol de la proteina malondialdehido/mg en plasma) y en los neutroéfilos
circulando después de 24 h después de la reperfusién. La capacidad antioxidante del
plasma fue incrementada de 1.89 +/- 0.15 a 3.00 +/- 0.31 unidades/mg. Estos
resultados sugieren que los antioxidantes pueden ser Utiles como adyuvantes al
controlar las alteraciones inducidas por la reperfusién después de la terapia
trombolitica. 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 proteinas 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 lipidos, 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 lipidico como el SN. El
transporte del plasma a blancos intracelulares parece involucrar tanto difusién pasiva

como procesos mediados por transportadores (Gonthier et al., 2012).

El cerebro es particularmente susceptible al estrés oxidante debido a su alto
consumo de oxigeno, su alta proporcion de dcidos 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 estan implicados,
tales como el envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas y el metabolismo
xenobidtico. De hecho, las ERO juegan un papel critico en la isquemia y el estrés
oxidante induce apoptosis, activa la inflamacidn en las células neuronales y produce

neurodegeneracion.

La etidina es una sonda fluorogénica util para la deteccion de ERO, incluyendo
O, en sistemas bioldgicos debido a que es un compuesto hidrofébico, sin carga y
capaz de cruzar membranas extra e intracelulares. La etidina en el citosol despide una
fluorescencia azul, mientras que después de su oxidacién por oxidantes como el O, vy
el H,0,, se convierte en 2-hidroxietidina (2-EOH) y etidio; este ultimo se intercala con

el ADN, tifiendo al nucleo con una fluorescencia roja brillante (LU 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 lesién (control). Al administrar el
etanol al 50 % se observd que éste porcentaje aumentd a un 82 % mostrando que el
vehiculo 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 érgano es un blanco principal del etanol, y
su consumo ha sido asociado con el daino severo. Las ERO son producidas durante el

metabolismo normal de la célula al igual que después de la exposicidn a varios
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xenobidticos incluyendo el alcohol, el cual se ha demostrado que tiene la habilidad de
incrementar el estrés oxidante, al aumentar la produccién de ERO y la formacién de

productos de peroxidacion lipidica (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 concentraciéon
(7 y 50%). Esta respuesta parece estar asociada al efecto prooxidante del etanol
discutido previamente. Por ello, decidimos bajar al maximo la concentracion de etanol
empleada (7%), esto es, a la concentracidn minima 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% presenté una reduccidon 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 interpretacién
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 concentracion de glutatiéon reducido y la actividad enzimatica 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 areas 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 fenédmeno 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. anticancerigeno, antiviral, antiinflamatorios
antienvejecimiento) pero la mayoria de las acciones biolégicas protectoras han sido
relacionadas a sus propiedades intrinsecas “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 funcion
endotelial y baja los efectos adversos de fumar en la presidén sanguinea sistdlica e
incrementa la vasodilatacion. Ademds muchos factores como las proteinas,
carbohidratos, fibra, grasa y el alcohol han sido sugeridos como modificadores
positivos o negativos para la absorcion de polifenoles (Catalgol et al., 2012). Por lo que
con nuestros resultados podemos concluir que la proteccidon ofrecida por el trans-
resveratrol contra el estrés oxidante depende de la concentracion del etanol y sélo

pudo observarse empleando la concentracion mas baja.

Nuestros resultados demostraron que el RSV tiene un efecto protector cuando es
aplicado en una dosis Unica al inicio de la reperfusién. Aunque el efecto protector del
RSV ha sido muy estudiado en diversos modelos experimentales, sus mecanismos de

accion aun son controversiales y pobremente definidos.

Se ha observado que durante la isquemia se desencadena una cascada de
respuestas antiinflamatorias que incluyen la activacion del TGF-B1. Debido a que el
RSV ademas de su actividad antioxidante presenta propiedades antiinflamatorias, las
cuales estan ligadas con su efecto protector, decidimos evaluar su efecto en la

expresion de TGF-B1.

En el presente estudio, hemos confirmado que el ARNm del TGF-B1 incrementa 4
h después de la isquemia y alin mas dramaticamente al administrar el RSV. Resultados
similares se encontraron en un estudio realizado por Kim et al. (2012) en donde
evaluaron la protecciéon mediada por el isofluorano contra el dano inducido por 30 min
de isquemia y 4 h de reperfusién en intestino. Este grupo encontrd que la exposicién a
isofluorano incrementé el nivel de TGF-B1 en las células epiteliales de intestino y en
plasma. El intestino ha sido propuesto como la fuente de citocinas pro-inflamatorias
qgue pueden llevar al desarrollo del sindrome de respuesta sistémica inflamatoria y
sepsis con falla multi-organica subsecuente. Los anestésicos volatiles como el
isofluorano, son administrados como anestesia general en ratas, ademas de sus
efectos anestésicos, el isofluorano es anti-inflamatorio y citoprotector a través de la

liberacion de TGF-B1.
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Por otra parte, a 24 horas observamos una disminucion en la expresion de TGF-
B1, Resultados similares se observan en los estudios de Lin et al. (2008) en donde
evaluaron la expresion del TGF-B1 en ratas sometidas a infartos al miocardio con vy sin
tratamiento con RSV (0.1 y 1 mg/kg/dia por 4 semanas). Al final del tratamiento, el
estudio indicd que la expresion del TGF-B1 disminuyd significativamente con respecto

al control.

El TGF-B1 promueve la formacion de cicatrices, inhibe la infiltracién de
neutrdéfilos y facilita la diferenciacién de células madre adultas y hematopoyéticas.
Tales efectos benéficos son breves y la activacién sostenida del TGF-B1 causa una
remodelacién estructural y eventualmente lleva a la falla del tejido (Lin et al., 2008).
Por lo tanto, la induccién transitoria de la expresidon del TGF-B1 por el RSV sugiere un
papel potencial para éste polifenol en la proteccién neuronal a través de la activacion

este factor.

10. CONCLUSION

La administracion de RSV al inicio de la reperfusién reduce la cantidad de ERO,
asi como la cantidad de células degeneradas a 24 h de reperfusién y los niveles de
ARNm del TGF-B1 aumentan a 4 h de reperfusion en el modelo de isquemia cerebral

inducido por 2 h de MCAO.
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ANEXO 1.

@

@

PREPARACION DE SOLUCIONES

Agua DEPC
Dietil pirocarborato al 0.1 %. Para preparar, se afiadié el DEPC (1 mL de
DEPC por litro de H,0), se mezclé durante toda la noche a temperatura

ambiente y se esterilizé a 1 atm durante 20 min.

AlbUmina sérica bovina (ASB) al 0.05%

Se pesaron 0.0125 gy 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
agitacién constante y cubierto con papel aluminio hasta que la solucién
estuvo transparente en la parrilla cuidando que no suba la temperatura a

mas de 70 eC.

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 Na,HPO4-2H,0 10 mM, 0.27 g de KH,PO4 2 mM y se

diluyeron en 1 L de agua destilada a 7.4 de pH.

Permanganato de Potasio (KMnO,) 0.06%
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Para preparar 100 mL se tomaron 0.06 g de KMnO, 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.

Solucion A (cuantificacion de proteinas)

Para preparar un litro se pesaron 20 g de carbonato de sodio anhidro
(Na,COs) al 2%, 4 g de hidroxido de sodio (NaOH) al 0.4% y Tartrato de
sodio (KNaCgH;044H,0) al 0.02% en agua destilada. (seguarda a

temperatura ambiente.

Solucion B (cuantificacion de proteinas)
Para preparar 100 mL se pesaron 0.5 g de sulfato cuprico (CuSQ4) al 0.5% en

agua destilada (se guarda a temperatura ambiente).

Solucion C (cuantificacion de proteinas)

Esta solucidn se prepara al momento del ensayo y se utilizaron 50 mL de la
solucién Ay 1 mL de la solucién B. Se calculd cuanta solucién C se necesita
en base al nimero de tubos que se tengan (recordar que se necesita 1 mL

de la solucién C por tubo).

Solucion D (cuantificacion de proteinas)
Folin 1 N (se diluyd el folin 2.0 N 1:2 con agua destilada). Se calculé cuanta
solucién D se necesita en base al nUmero de tubos que se tengan (recordar

gue se necesita 0.1 mL de solucién D por tubo).
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ANEXO 2.CURVA DE VALIDACION RT-qPCR

Tabla 5. Ct obtenidos a partir de la curva de validacién

Sample Detector Task Ct Ct Std Err
1:20CT TGF beta Target 34.24

1:20CT TGF beta Target 34.113 0.06
1:20CT TGF beta Target 34.567

1:40 CT TGF beta Target 34.928

1:40 CT TGF beta Target 35.339 0.169
1:40CT 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

1:20CT 18S ARNr ENDO 33.501

1:20CT 18S ARNr ENDO 33.811

1:20 CT 18S ARNr ENDO 35.555

1:40 CT 18S ARNr ENDO 34.543

1:40CT 18S ARNr ENDO 34.255 0.904
1:40 CT 18S ARNr ENDO 34.744

1:80CT 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

gue muestran en la tabla:

1. 1:20
2. 1:40
3. 1:80
4. 1:160
5. NTC

= 2 uL ADNCc + 40 pL H,0-DEPC
=20 pL de la dilucién 1:20 + 20 pL H,O-DEPC
=20 pL de la dilucién 1:40 + 20 pL H,0-DEPC
=20 pl de la dilucién 1:80 + 20 pL H,O-DEPC

Tabla 6. ACt obtenidos a partir de los Ct de ambos genes

18S TGF-B1 AC;
Dilucion Log Conc
Promedio C; Promedio C; TGF-p1-18S
1:20
-1.301029996 33.656 34.30666667 0.65066667
(0.05)
1:40
-1.602059991 34.514 35.12066667 0.60666667
(0.025)
1:80
-1.903089987 35.318 36.5975 1.539
(0.0125)
1:160
-2.204119983 36.410 37.309 1.183
(0.00625)
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Figura 17. Resultados de la curva de calibracidn para TGF-B1 generada al realizar amplificaciones a partir
de diluciones seriadas del ADNc de una muestra con concentracidn conocida (eje x). La curva se produce
al graficar el promedio de los Cts obtenidos + la desviacidn estandar de cada uno de los triplicados.
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ANEXO 3. TABLA DE RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS CON FJ Y ETIDINA.
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ANEXO 4. PARTICIPACION EN CONGRESOS.

IV Congreso

Especies Reactivas del Oxigeno
en Biologia y Medicina de la Sociedad
Mexicana de Bioquimica

19 al 22 de marzo del 2013
Queretaro, Querstarn, Méaxico

V TALLER INTERNACIOMAL DE ASPECTDS COMPARATIVOS DEL
ESTRES OXIDATIVO EN SISTEMAS BIOLOGICOS

EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF ETHANOL & RESVERATROL IN A
MODEL OF CEREERAL ISCHEMIA IN RAT

_’Trej::- Cldificnes Y., Montes de Coa Balderas P., “Ortiz-Plata A., Pedraza-Chaveri J.,
Aguilera P

Laboratorio de Patologla Vascualar Cerzbral; ‘Laboratorio de Aminoacidos Excitadores;
*Laboralorie de Mevropalologia Experimental, Inslilulo Macional de Neurelogia v Mewrooirogia
“Manuel Velasco Suarez”, Ineurgenes  Sur #3877, Méxien, OF.  keesayvi@omail.oom,
pevel 7 3hotmail.com, aortizplata@yahoo.com.mx, Penelope. Aguile-atigmail.com.
‘Nepartamento de Rialngia Facaltad de Quimica Unwversidad Macional Auténoma de México,
Circuito interior s/n, Ciudad Universitaria, Maxico, O.F. 04510, México. pedrazai@unam.mx.

Stroke is the sscond most sommon cause of ceath worldwide., AU present, intravenous
acministraton of recombinant tssue plaminogen activator (-2A) is the only cliniczlly approved
realmenl o aoule schemne stioke, However, FPA bealmenl has been shown o have
sacordary tisk associated with blood flow recovery (reperfusion). Thus, additicnal strategias are
required to prevent this damage. Resverarol s a pelyphens! with antioxidant properties that has
been tested in oanimal models of schemic brain damage. Resveratrol induces cersbral
protzetion when it is administersd before an ischemic insult, with a single or multiple doses
diven curing ischemia and during reperfusion. However, its protective effect has not baen
charactznzed after a unigque dose given eardy after reperfusior. This is an important fact
because reactive oxygen species (ROE) are generated in the frst 30 minutes of reperfusion.
When EOE production excesds cellular antioxidant capacity, it induces cellular damage. In this
study, we Investigated the effect of resveratrol in rats subjected to 2 hours of middle cerearal
arery ccclusion (MCAD) followed by 24 hours of reperfasicn. Resverstral {1 mgfkg: i v, in 100
pL of 5% sthanol) was given at the teginning of the reperusian. Wale Wistar rats (Z2H0-220 2]
wiere randomly assigned into four experimental groups: control, (ST, MCAC and reperfusion,
IMCADR), MCAQYR + Resveratrol, (MCAOR+EES): and MCADR + vehicle (MZADVRE+VYH).
The number of fluoro-jade positive cells was determined by using Imagsad softwane
(image.nih.gov} and was nomalized with the number of cells stained with Ho=chst {(100%). It
was found that in the ipsilateral hemisphere to |lzsion, cersbral ischemiz nduced cellular
damage. The density of fluoro-jade positive cells increased to 433 (635835 cell.‘rﬂrn”;- in the
MCACR group. Treatment with resveratrol prevented e damags induced by ischemia:
MCAD/R+RES group (3.5%, 4 79 ecellimm?) showed no significant differance with the CT group
i1.8%; 1.86 cellmm?). We also found that MCAC/R+VH group, in which 50% ethano was
acministered, the numbeor of degencrated necrons decline (59,21 c:c:ll-fmr’l?]. This result revealed
a subsiantial protective effect from wehicle 10 corclusion, we found a decrease of 92% of
damaged calls in the psilateral side to the lesior in the MCAQIE+RES group and 30.3% in the
MCACYRE+VH indicating neurcprotection witn resveratrol in 50% ethanaol and with ethanal per se
acministered at the onset of -eperfusion. The result incicates that resveratral administration
potentially provice protection in stroke and might be successful n cinical trials.
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EFFECT OF RESYERATROL ON CELLULAR DAMAGE, ROS PRODUCTION AND
TGF-p1 mRNA EXPRESSION IN CEREBRAL ISCHEMIA

Trejo Quifionas Y., “Montes de Oca Balderas P., “Ortiz-Plata A, *Padraza-Chaverr
J.. and 'Aguilera P.

Lehoreionis ce Paiclegis Vascular Cersbral Lanorstorio de Aminoacidos Excitadores; Leboratorio de
Meurspamlogla Experimental. institvto Macional de Meurslegia y Neurscirugia “bManuel Velazes Sudrez”,
Insurgentes Sur #2877, México, OLF. kessay@igmail com, pave ¥ iEZhomeail com. aortizplata@yanoo. cam. mx,
Penelope Aquilara @ agmail. com.

'1De=p-a<1:amentn de Biologia, Facultad de Quimica. Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Circuito intenor
sn, Ciudad Unarsitana, Méaxico, DUF. 04510, Maxico. padrazaflunam.mx

Stroke s the sacond most common cause of death worldwide. At prasent, thrombalytic therapy is
the anly approved treatment for acute ischemic stroke, even though there are sscondary risks
associated with blood flow recovery (reperfusion) and the censequent reactive oxygen species
|[ROS) production. Resveratrol (R3Y) has antioxidant and antinflammatony properties that have
been tested in animal models of ischemic brain damage. It induces cershral protecticon. but its
protective sffect after a2 unigue dose given early after the reperfusion has not been characterized.
Transfarming growth factor-B1 (TGF-B1) is a multifunctional pleiotropic maleculs induced following
hypoxic-ischemic brain injury by antinflammatory compounds. In this study, we investigated the
protective effect af RSY in rate subjected bo 2 h of middle cerebral artery occlusion [(MCAD)
followed by 24 h of reperfusion. RSV (1 mafkg; iv.) was given at the beginning of the reperfusion.
Wistar male rats (250-320 g) were randomly assigned imto four experimental groups: control, (ST,
MCAD and reperiusion. (MCACQR);, MCAD/R+RSY: and MOAOR+vehicle [ethanol 5S0%:)
[MCAQIR+YH). Fluoro-Jade (FJ) was used 1o label degenarate neurons. The number of oial cells
was obtained by counting the Hoechst stained nuclel (100%). At 24 h of repefusion. rals were
administzred with 10 mg/kg of ethidine (i.v.) to measure ROS production. Total ENA was extracted
from ipsilateral cerebral zortex using TriPure reagent and reversely transericed into cDMA. The
ralative mRNA levels were determined by quantiative real time PCR using the comparative AACE
method. We found that in the hemisphere ipsilateral to lesion, cersbiral ischemia indused cellular
damage. The density of FJ positive cells increased to 42.8% in the MCAC/R group. Treatment with
RSV prevented the damage induced by ischemiz: MCAQR+RSY group (2.5%) showed no
significant difference with the CT group (1.2%). MCAC/R+YVH group, in which 50% ethanol was
administzred, the number of degenerated neurans decling to 27.7%. Similar results were found with
sthiding, where we ohserved that RSV decreassd ROS production from 3% (MCAC/H group) to
o3 (MCAS/R+RSY). The expression of TGF-31 decreased importantly in MSACR group (7.7 %)
compared 10 CT group, and R3Y had no futher effect on its expression (13 % in MCAQR+RIY
group). In conclusion, we found a reduction of 92 % of damaged cells on the ipsilateral side of the
lesion in MCACYR+RSY and 68.5% in MCAD/R+YH groups, implying a neuwroprotection effect of
both, RSV and ethanol por sowhen administered at the beginning of reperfusion. No contribubon of
TGF- B1 was observed with RS and ethanal treabtment after 24 h of reperfusion.

Session Type: Posler

Bession Mimbes: 330

Boxsion Title; Techemm Fharmac cloge Mewoprotection

Date and Tiwe: Monday Few 12, 2003 800 AM - 1200 7N
Lecation: San Dhego Consenbon Ceater: Halls B-H

Conerel Number: 5334
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